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Vibrio  parahaemolyticus  es  una  especie  bacteriana  que  puede  ser  un  patógeno 
importante en humanos, causante principalmente de infecciones gastrointestinales 
tras el consumo de moluscos crudos o poco cocinados. La especie es heterogénea y 
comprende  variantes  no  patogénicas,  al  carecer  por  ejemplo,  de  los  genes  de 
virulencia  tdh  y/o  trh,  y  patogénicas,  por  poseer  los  mencionados  genes.  A 
diferencia de EE.UU., en Europa  se han  realizado pocos estudios epidemiológicos 
sobre este patógeno en moluscos, por ello,  la  información de  la que se dispone es 
limitada. La presente Tesis Doctoral pretende cubrir parte de este vacío al obtener 
nuevos datos sobre esta bacteria en Europa, en concreto en la costa mediterránea 
española.  Los  resultados  que  se  han  obtenido,  no  sólo  son  novedosos  sino  que, 
además,  tienen  el  valor  añadido  de  que  podrán  ser  utilizados  en  un modelo  de 










para estudiar el  crecimiento  y  la  supervivencia de esta especie en Ruditapes  spp. 
tanto  en  el medio  acuático  (contaminación  in  vivo de  almejas  adultas por baño), 
como  en  la  fase  de  post‐cosecha,  por  almacenamiento  de  las  almejas  tras  la 
exposición  experimental,  a  diferentes  temperaturas.  Para  asegurarnos  de  que  el 
modelo es repetible se tuvo que conseguir determinadas condiciones como que las 









importantes  zonas  de  producción  acuícola  a  nivel  nacional.  Para  la  detección  y 
caracterización de V. parahaemolyticus se  llevaron a cabo pruebas fenotípicas, que 










trh  en  una  misma  cepa  bacteriana.  Al  analizar  estadísticamente  los  datos  de 
prevalencia en  función de diversas variables asociadas con el hospedador y con el 
medio ambiente, se encontraron diferencias significativas en relación a la especie de 
molusco,  siendo  las  almejas  del  género  Ruditapes  las  que  presentaron  un mayor 
riesgo de estar contaminadas por V. parahaemolyticus en comparación con el resto 
de  las  especies  de  bivalvos  estudiadas.  Además,  se  detectó  una  relación 
directamente proporcional entre la prevalencia de V. parahaemolyticus en bivalvos y 
la  salinidad  (incrementándose  el  riesgo  1,27  veces  por  cada  unidad  de  ppt  que 
aumentara  la  salinidad)  y,  lo  que  es más  interesante,  una  relación  inversamente 
proporcional  entre  prevalencia  de  la  variante  patogénica  de  V. parahaemolyticus 
(trh+) y la salinidad (disminuyendo el riesgo 1,64 veces por cada unidad de ppt que 




se estudió  la  supervivencia de V. parahaemolyticus en Ruditapes  spp.,  tanto en el 
medio acuático por  contaminación  in vivo de R. decussatus y R. philippinarum por 
baño,  como  también  en  la  fase  de  post‐cosecha  por  almacenamiento  de 
Ruditapes spp., tras la contaminación in vivo de estas almejas por baño, a diferentes 
temperaturas del aire. 
Para  llevar  a  cabo  estos  estudios,  se  validó  en  primer  lugar  la  eficacia  de  un 
protocolo  experimental  de  depuración  con  el  fin  de  lograr  la  eliminación  hasta 








in  vivo  por  baño,  encontrando  que  R. decussatus  incorporó  y  eliminó  ambas 
variantes  de  V.  parahaemolyticus más  rápidamente  que  las  almejas  de  la  especie 
R. philippinarum.  Por  otra  parte,  en  las  mismas  condiciones  se  observó  que  la 
variante  no  patogénica  podría  sobrevivir  mejor  que  la  variante  patogénica  de 
V. parahaemolyticus en las dos especies de almejas estudiadas. La importancia y, por 
lo  tanto,  el  impacto  de  estos  resultados  es  doble,  ya  que  no  sólo  amplían  el 
conocimiento de esta bacteria, sino que se demuestra que es posible el uso de  la 
variante  no  patogénica  para  estudios  posteriores  de  modelización  evitando  los 
riesgos para  los  investigadores. Seguidamente,  se  llevó a cabo un estudio con  las 
dos especies de almejas cohabitando en el mismo tanque para describir un posible 
efecto hospedador en  la etapa de meseta del estudio anterior (de 20 a 70 h post‐
inoculación).  Los  resultados  obtenidos  en  este  experimento  no  fueron  lo 
suficientemente significativos como para confirmar  las diferencias en el patrón de 
incorporación  de  la  variante  no  patogénica  de  V.  parahaemolyticus  en  el  periodo 
citado;  sin  embargo  se  observó  una  tendencia marginal  diferencial  que  ponía  de 
manifiesto  que  R.  decussatus  tenía  concentraciones  ligeramente  superiores  de  la 
variante  no  patogénica  de  V.  parahaemolyticus  que  R.  philippinarum,  lo  que 
concuerda  con  los  resultados  obtenidos  en  el  estudio  anterior  en  el  que  las  dos 
especies  de  almejas  se  contaminaron  y mantuvieron  por  separado. A  su  vez,  los 
resultados  de  este  estudio  ponen  de manifiesto  que  la  diferencia  en  los  niveles 
bacterianos  adquiridos  por  cada  una  de  las  especies  de  almejas  podrían  estar 
relacionados con la temperatura del tanque (16‐18ºC), temperatura más próxima a la 
temperatura óptima de filtración de R. decussatus que de R. philippinarum.  
Finalmente  se  abordó  el  estudio  del  comportamiento  de  V. parahaemolyticus  en 
almejas  del  género  Ruditapes  que  habían  sido  almacenadas  a  diferentes 
temperaturas del aire, tras la exposición experimental por baño a esta bacteria. Las 
temperaturas elegidas para este estudio fueron las temperaturas típicas del invierno 
y del verano en el mediterráneo,  simulando  la  situación de manejo  comercial  (en 
puerto  pesquero,  cubierta  de  barcos,  etc.),  y,  asimismo,  temperaturas  de 
refrigeración, simulando el ambiente de restaurantes y hogares. Las densidades de 
V. parahaemolyticus  totales  y  patógenos  fueron  determinadas  en  distintos 
momentos  (0,  24,  48,  72  y  96  horas)  de  almacenamiento.  Tanto  la  variante 
patogénica  humana  como  la  variante  no  patogénica  de  V.  parahaemolyticus  se 
multiplicaron  rápidamente  en  almejas  almacenadas  a  28ºC,  mostrando  un 
incremento  de  al menos  3  logs  ufc/g  a  72  h,  en  ambas  variantes.  La  variante  no 
patogénica  de  V.  parahaemolyticus  almacenada  a  4ºC  y  a  15ºC  mostró  una 
disminución de 1 log ufc/g y de 2 log ufc/g a 96 h, respectivamente, mientras que no 
se  detectaron  diferencias  significativas  para  la  variante  patogénica  de 
V. parahaemolyticus almacenada  a dichas  temperaturas. Estos  resultados  sugieren 







En  definitiva  los  estudios  que  forman  parte  de  esta  Tesis Doctoral  proporcionan 
información  relevante  que  podrá  utilizarse  para  cumplimentar  las  lagunas  que 
existen  en  las  actuales  evaluaciones  del  riesgo  relativo  a  la  presencia  de 
V. parahaemolyticus  en  Europa.  Estos  datos  podrán  ser  utilizados  “si  se  estima 
adecuado” en futuros modelos de análisis de riesgo de esta bacteria, así como para 







humans,  causing  gastrointestinal  infections  after  the  consumption  of  raw  or 
undercooked shellfish. The species  is heterogeneous and  includes non‐pathogenic 
variants,  lacking  for example,  the virulence genes  tdh and/or  trh, and pathogenic, 
which  contain  the  aforementioned  genes. Unlike  the U.S.,  in  Europe  there  have 
been few epidemiological studies of this pathogen  in shellfish, therefore, available 
information is limited. This thesis aims to fill part of this gap by obtaining new data 
on  this bacterium  in Europe, particularly  in  the Spanish Mediterranean coast. The 
results obtained are not only  innovative but also have the added value that can be 
used  in a risk analysis model and used to develop a new regulatory framework for 
food  safety  regulation  to  control  the  threat posed by  this emerging pathogen  in 
Public Health. 
Broadly  speaking,  this PhD  thesis  is divided  into  two parts and each addressing a 
number  of  specific  objectives.  In  the  first  part,  the  detection,  isolation  and 
characterization of V. parahaemolyticus  in shellfish  from  the Mediterranean coast, 
and the study of  its prevalence and  its relationship with other strains of European 
origin  was  addressed.  And  in  the  second,  an  in  vivo  experimental  model  was 
developed  for  the  exposure  of  clams  with  selected  strains  representing  the 
pathogenic  and nonpathogenic  variants of V. parahaemolyticus,  in order  to  study 
the  growth  and  survival  of  this  species  in  Ruditapes  spp.  both  in  the  aquatic 
environment (in vivo inoculation of adult clams by bath challenge), and at the stage 
of  post‐harvest,  through  the  storage  of  clams,  after  experimental  exposure,  at 
different  temperatures. To ensure  that  the model  is  repeatable certain conditions 









techniques  of  epidemiological  value  such  as  rep‐PCR  and  pulsed‐field  gel 
electrophoresis (PFGE). The collected data were statistically analyzed according to 
the design of the different studies and the characteristics of the variables collected. 
The  results  obtained  in  the  first  part  of  this  thesis  show  the  presence  of 






coexistence  of  the  genes  tdh  and  trh  in  the  same  bacterial  strain,  and  also 
describing its relationship with different variables associated with the host and the 
environment.  Significant  differences  in  relation  to  the  species  of  mollusc  were 
found,  being  the  clams  of  the  genus  Ruditapes which  had  a  higher  risk  of  being 
contaminated with  V.  parahaemolyticus  than  other  bivalve  species.  In  addition,  a 
direct  relationship between  the prevalence of V. parahaemolyticus  in shellfish and 
salinity  (increasing  the  risk  1.27  times  for  each  unit  to  increase  ppt  salinity) was 
detected  and, more  interestingly,  an  inverse  relationship  between  prevalence  of 
pathogenic variant V. parahaemolyticus (trh +) and salinity (decreasing the risk 1.64 
times  for  each  unit  to  increase  the  salinity  ppt).  Finally,  a  high  genetic  diversity 
when comparing different European strains of V. parahaemolyticus was observed. 
The  second  part  of  this  thesis  is  focused  on  experimental  studies  in  laboratory 
under  controlled  conditions  of  some  variables.  Fundamentally,  the  survival  of 
V. parahaemolyticus  in Ruditapes  spp., both  in  the aquatic environment  through a 
bath  challenge  of  R.  decussatus  and  R.  philippinarum,  and  in  the  phase  of  post‐
harvest storage of Ruditapes spp., after a bath challenge of these clams, at different 
air temperatures was studied. 





clams  in  the model were  assessed  using  a  bath  challenge  and  it was  found  that 
R. decussatus  incorporated  and  discharged  both  variants  of  V.  parahaemolyticus 
clams  faster  than  R.  philippinarum. Moreover,  under  the  same  conditions  it was 
observed that the non‐pathogenic variant could survive better than the pathogenic 
variant  of  V.  parahaemolyticus  in  two  clam  species  studied.  The  importance  and, 
therefore, the impact of these results is double, as it not only extend the knowledge 
of this bacterium, but  it shows that  it  is possible to use non‐pathogenic variant for 
subsequent modeling  studies avoiding  the  risks  for  researchers. A  study with  the 
two clam  species cohabiting  in  the  same  tank  for describing a host effect on  the 
plateau phase of  the previous study  (20  to 70 h post‐inoculation) was performed. 
The results obtained in this experiment were not significant enough to confirm the 
differences  in  the  pattern  of  incorporation  of  non‐pathogenic  variant 
V. parahaemolyticus  in the period mentioned, but there was a marginal differential 
trend which  indicated that R. decussatus had slightly higher concentrations of non‐
pathogenic  variant V. parahaemolyticus  than R. philippinarum, which  is  consistent 
with results obtained in the previous study in which the two species of clams were 
kept  separately.  The  results  of  this  study  on  the  difference  in  bacterial  levels 






Finally,  the behaviour of V. parahaemolyticus  in clams of  the Ruditapes genus  that 
had been stored at different air temperatures, after challenge with this bacterium 




V. parahaemolyticus were determined at various  times  (0,  24, 48,  72 and 96 h) of 
storage.  Both  the  human  pathogenic  variant  as  non‐pathogenic  variant  of 
V. parahaemolyticus multiplied rapidly in clams stored at 28°C, an increase of at least 
3 logs cfu/g at 72 h, in both variants. Non‐pathogenic variant of V. parahaemolyticus 
stored  at  4°C  and  15°C  showed  a  decrease  of  1  log  cfu/g  of  2  log  cfu/g  at  96  h, 
respectively,  whereas  no  significant  differences  were  detected  for  the  variant 
pathogenic  V.  parahaemolyticus  stored  at  these  temperatures.  These  results 
suggest  that  the  pathogenic  variant  of  V.  parahaemolyticus  could  survive  better 
than  non‐pathogenic  variant  in  clams  (R.  philippinarum)  stored  after  harvest  at 
4 and 15°C. 
In short, the studies that form part of this thesis provide relevant  information that 
may  be  used  to  fill  gaps  in  current  risk  assessments  concerning  the  presence  of 
V. parahaemolyticus in Europe. These data may be used if considered appropriate in 
future  risk  analysis  models  for  this  bacterium  and  to  the  development  of  risk 












La  presente  Tesis  Doctoral  se  presenta  como  un  compendio  de  trabajos  de 
investigación  ya  publicados,  o  en  proceso  de  publicación,  en  revistas  científicas 
indexadas en ISI‐JCR, tal y como se establece en  la normativa de  la Universidad de 
Zaragoza. 
A  continuación  se  presentan  las  referencias  bibliográficas  de  cada  uno  de  los 
cuatros artículos publicados y de tres manuscritos  incluidos, centrados todos ellos 
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infecciones  pueden  ser  gastrointestinales,  al  ser  transmitidas  a  través  de  los 
alimentos; pero también  infecciones extraintestinales, como  infección de heridas o 
de  tejidos  blandos  por  contacto  con  agua  de  mar  e,  incluso,  algunas  especies 
pueden  llegar  a producir  septicemias, que en  algunos  casos pueden  ser mortales 
(Austin,  2010).  Vibrio  parahaemolyticus  pertenece  a  este  grupo  de  especies  y  es 
capaz de causar graves  infecciones gastroenteritis en humanos tras el consumo de 
pescado  y  marisco  crudo  o  escasamente  cocinado  (Daniels  y  Shafaie,  2000).  La 
presencia de esta especie en el medio acuático está favorecida principalmente con 





La  mayoría  de  estudios  sobre  prevalencia  de  V.  parahaemolyticus  en  agua  y 
moluscos han  sido  realizados en EE.UU. y países asiáticos, países en  los que este 





se  investigan,  desconociéndose  si  tales  infecciones  son  de  origen  vírico  o 
bacteriano. La carencia de datos epidemiológicos fiables es la que determina que no 







V.  parahaemolyticus  de  un  alimento  del  peligro  real  que  supone  tal  alimento 












se  ha  convertido  en  una  importante  herramienta  de  evaluación  del  riesgo.  Para 
proceder  a  modelizar  la  interacción  de  una  bacteria  patógena  con  sus 
hospedadores/reservorios  potenciales,  es  necesario  seleccionar  las  especies 
animales  a  estudiar.  En  el  caso  de  la  presente  Tesis,  se  ha  seleccionado  para  el 
estudio de modelización  las  siguientes  especies de bivalvos de  interés  comercial: 
mejillón  (Mytilus  galloprovincialis),  ostión  japonés  (Crassostrea  gigas),  almeja  fina 
(Ruditapes  decussatus)  y  almeja  japonesa  (Ruditapes  philippinarum).  Así  mismo, 
estas  interacciones  deben  estudiarse  bajo  diferentes  condiciones  de  salinidad  y 
temperatura que  reproduzcan  las  variaciones estacionales que  se producen en el 
medio natural. 
Por todo ello es necesario estandarizar un protocolo experimental para estudiar  la 
evolución  in  vivo  de  la  contaminación  bacteriana  en  moluscos  bivalvos,  que 
precisará  en  primer  lugar  de  un  sistema  de  depuración  eficaz  para  eliminar  o 
disminuir  a  valores  despreciables  la  carga  de  vibrios  naturales  y,  en  concreto,  la 
carga de vibrios no fermentativos de  la sacarosa (V. parahaemolyticus, entre ellos). 
Esto  permitirá  garantizar  que  el  recuento  posterior  de  vibrios  será  debido  a  la 
bacteria  inoculada experimentalmente y no a bacterias de  la microbiota propia del 
molusco utilizado en la modelización. 





problema  emergente  en  el  ámbito  de  la  Salud  Pública  europea  al  aumentar  el 
consumo  de  este  tipo  de  alimentos  y  cambiar  los  hábitos  alimenticios  de  la 
población humana. 












De  acuerdo  con  la  Organización  de  las  Naciones  Unidas  para  la  Agricultura  y  la 
Alimentación  (FAO,  por  sus  siglas  en  inglés),  la  acuicultura  es  “el  cultivo  de 
organismos  acuáticos  (peces,  crustáceos,  moluscos  y  plantas  acuáticas)  bajo 
condiciones  controladas  o  semi‐controladas  principalmente  para  la  alimentación 
humana, pero también con fines lúdicos”. En la actualidad, la acuicultura representa 
alrededor del 30% de la producción pesquera mundial (FAO, 2010a).  





Tm,  respectivamente)  (excluyendo  de  esta  última,  los  24 millones  de  Tm  que  se 
dedicaron  a  piensos  para  ganadería  terrestre,  acuicultura  y  otros).  De  hecho,  la 
pesca  extractiva  no  ha  aumentado  desde  mediados  de  la  década  de  1980  y  se 
estima que se está reduciendo de forma paulatina (APROMAR, 2011).  






de  productos  acuáticos  también  ha  ido  incrementándose  con  el  paso  del  tiempo, 
superando los 17 kg por persona y año en 2009 (APROMAR, 2011).  
Si  hacemos  una  clasificación  por  países  productores,  China  es  el  principal  e 
indiscutible número uno, con 45,3 millones de Tm anuales de producción en 2009, 
seguido de  Indonesia con 4,7 millones de Tm y de  la  India con 3,8 millones de Tm. 
España ocupó la posición 19ª en el ranking mundial con 266.476 Tm (FishStat, 2009; 
APROMAR, 2011). Y si se tiene en cuenta el valor de la producción anual (en millones de 








En  Europa,  la  acuicultura  constituye,  igualmente,  una  fuente  cada  vez  más 
importante de pescado y marisco, destacando la producción de especies piscícolas de 
un alto valor comercial  (salmón,  trucha, dorada,  lubina, entre otras) y de moluscos 
(ostra, mejillón y almeja). En este sentido, la producción de peces supuso el 49,3% en 
peso y el 69,4% en valor de  la producción acuícola europea total, mientras que  los 
moluscos  constituyeron  el  50,6%  y  30,4%,  respectivamente.  Además,  en  estos 
momentos,  la  acuicultura  en  algunos  países  europeos  supera  en  relevancia 
económica y social a la pesca extractiva (APROMAR, 2011).  
En cuanto a las principales especies producidas en la acuicultura a nivel mundial, en 
2009,  el  primer  lugar  fue  para  el  alga  laminaria  japonesa  o  wakame 
(Undaria pinnatifida)  con  4,9  millones  de  Tm,  seguido  de  la  carpa  herbívora 
(Ctenopharyngodon idella) y de la carpa plateada (Hypophthalmichthys molitrix), con 
4,2 y 4,1 millones de Tm, respectivamente, y en el caso de los moluscos bivalvos, el 
ostión  japonés  (3,5  millones  de  Tm)  y  la  almeja  japonesa  (3,2  millones  de  Tm) 
ocupan cuarto y el quinto  lugar,  respectivamente. Y en  relación con el valor de  la 
producción acuícola mundial (ese mismo año) en millones de euros, los datos sitúan 
al  langostino  blanco  (Litopenaeus vannamei)  como  la  principal  especie  con 
7.374 millones de euros, seguido por el salmón atlántico (Salmo salar), con un valor 
de  5.140  millones  de  euros.  Sin  embargo,  ninguna  de  las  especies  de  moluscos 





0,5%  y,  por  último,  el  grupo  de  otros  invertebrados  con  el  0,5%  restante.  Por  otra 






anual  del  3,7%  en  el  período  2000‐2008  y,  que  en  2008,  las  principales  especies 
producidas  fueron  las ostras  (31,8%),  las almejas  (24,6%),  los mejillones  (12,4%) y  los 
pectínidos (10,7%) (FAO, 2010a). 
El  importante crecimiento de  la acuicultura desde  los años 80 y que continua en  la 








La  acuicultura  española  destaca  dentro  de  la Unión  Europea  y,  según  datos  del 
2009, estaba considerada  la primera productora acuícola con 268.565 Tm (aunque 
ocupaba  la  5ª  posición  en  cuanto  al  valor  total  de  la  producción  debido  al  bajo 
precio  medio  en  su  comercialización)  (Eurostat,  2012;  APROMAR,  2011).  En  la 
actualidad  ocupa  la  segunda  posición  en  producción  según  el  Ministerio  de 
Agricultura, Alimentación y Medio ambiente (http://www.magrama.es) teniendo en 
cuenta que el crecimiento se ha estancado en algunos sectores. Así,  la Asociación 






del  mar  (60.000  Tm  consumidas  al  año;  MAPA,  2001).  Según  el  Ministerio  de 
Agricultura,  Alimentación  y  Medio  Ambiente  (MAGRAMA)  y  concretamente,  la 
Junta Nacional Asesora de Cultivos Marinos (JACUMAR) los datos de producción en 
España en 2008, fueron: moluscos (bivalvos y cefalópodos), 199.923,71 Tm (solo los 
bivalvos,  199.895,29  Tm);  peces marinos,  40.262,65  Tm,  crustáceos,  112,69  Tm,  y 
algas, 13,67 Tm (Jacumar, 2011). 
En  España,  las  principales  zonas  de  cultivo  de  moluscos  bivalvos  se  encuentran 
ubicadas en Galicia, Cataluña y Andalucía. Del  total de  la producción de moluscos 
bivalvos  en  España  en  ese  año  (2008),  Galicia  obtuvo  una  producción  total  de 




Ampliando  los  últimos  datos  del  2010  (Jacumar,  2011),  en  Galicia  las  especies  de 
moluscos bivalvos cultivadas son: almeja babosa (Venerupis (=Tapes) pullastra) con 
146,84 Tm, almeja fina con 197,02 Tm, almeja japonesa con 1.226,30 Tm, berberecho 
común  (Cerastoderma edule)  con  895,97  Tm,  mejillón  con  212.034,51  Tm,  ostión 
japonés (u ostra rizada) con 314,01 Tm, ostra europea (u ostra plana) (Ostrea edulis) 
con  862,14  Tm,  y  volandeira  (Aequipecten  opercularis)  con  4,41  Tm.  El  cultivo  de 







En Cataluña, el  cultivo de bivalvos  se  concentra en  la  región del Delta del Ebro. Las 








ésta  la  zona  de  producción  más  importante  en  la  costa  mediterránea,  donde  se 
llevaron a cabo los trabajos de la presente Tesis Doctoral.  
4.2. Familia Vibrionaceae: Género Vibrio 
La  familia  Vibrionaceae  (Véron,  1965)  pertenece  al  orden  Vibrionales  y  a  la  clase 















La  familia Vibrionaceae  fue propuesta  formalmente por Véron en  1965 como una 
agrupación de bacterias fermentativas, Gram‐negativas, anaerobias facultativas que 
crecían bien en medios ordinarios de peptona  y en general, en medios  con  sales 
biliares y que eran oxidasa positiva y móviles, gracias a uno ó más flagelos polares 
(Baumann y Schubert, 1984).  






Las  especies  pertenecientes  a  la  familia  Vibrionaceae  son  mayoritariamente 
sensibles  al  agente  vibriostático  opteridina  O/129  (2,4‐diamino‐6,7‐di‐isopropil‐
pteridina) (V. aerogenes es resistente),  lo que permite utilizar esta prueba como 
discriminatoria (Farmer 3rd et al., 2005).  
Esto  es  importante  teniendo  en  cuenta que  varias  especies de esta  familia  son 
patógenas para  humanos,  como  es  el  caso de  V. cholerae  considerada  la  especie 
patógena  más  importante  y  responsable  del  cólera  (enfermedad  endémica  en 
muchas  áreas  del  mundo)  (O’Shea  et  al.,  2004)  y  V.  vulnificus  responsable  de 
distintas  patologías  dependiendo  de  la  ruta  de  entrada  al  hospedador  y  de  la 










Género Tipo  Escherichia  Vibrio  Pseudomonas 
Metabolismo de la D‐glucosa  Fermentativo  Fermentativo  Oxidativo 
Morfología celular       
Bacilos rectos  +a  (‐)  + 
Bacilos curvados  ‐  (+)  ‐ 
Localización del flagelo(s)    Periféricos  Polar c  Polar 
Crecimiento en aerobiosis  +  +  + 
Crecimiento en anaerobiosis  +  +  ‐ 
Prueba de la Oxidasa  ‐  +  + 
Bioluminiscencia  ‐  v  ‐ 
Requerimiento de Na+   ‐  (+)  ‐ 




c  Algunas  especies  del  género  Vibrio  tienen  un  único  flagelo  polar  en  medio  líquido,  y  sin  embargo  sintetizan  flagelos 
periféricos cuándo crecen en un medio sólido  
4.2.1.1. Características del género Vibrio 
El  género  Vibrio  junto  con  el  género  Photobacterium  (ambos  de  la  familia 





Concretamente, el género Vibrio  fue acuñado por Pacini en  1854 durante  sus 
estudios sobre el cólera (Farmer 3rd e Hickman‐Brenner, 2006).  
Las bacterias pertenecientes al género Vibrio son ubicuas del medio acuático, 
tanto  marino  como  de  agua  dulce,  y  también  de  zonas  de  estuario, 
encontrándose en un amplio rango de nichos ecológicos,  libres o asociadas al 
plancton, a las biopelículas, a las conchas de quitina de los copépodos o a otros 






elevado  (>10%)  de  las  bacterias  cultivables  en  ambientes  marinos  y  de 
estuarios (Thompson et al., 2004), corresponden a menos del 1% sobre el total 
del bacterioplacton (Thompson y Polz, 2006).  
En  la  edición  del  Bergey’s  Manual  of  Determinative  Bacteriology  de  1974 
(Buchanan  y  Gibbons,  1974)  la  definición  del  género  Vibrio  incluía  el 
resultado positivo en dos pruebas, oxidasa y  reducción de nitrato a nitrito 
(sales de amonio como fuente de nitrógeno). Vibrio aerogenes, V. gazogenes 




Las  especies  del  género  Vibrio  presentan  una  morfología  bacilar  recta  o 
curvada, son Gram‐negativas y miden entre 0,5‐0,8 µm de diámetro y 1,4‐2,6 µm 
de  largo  (McLaughlin,  1995;  Farmer  3rd  et  al.,  2005).  Cuando  crecen  en 




es  el  caso  de  V.  azureus,  V.  hispanicus,  V.  neonatus,  V. neptunius,  V.  nereis, 
V. sagamiensis  y V. rotiferianus  (Gomez‐Gil  et  al.,  2003; Yoshizawa  et  al.,  2009, 
2010). En general, su requerimiento en Na+ está entre el 1 y el 3,5% de NaCl, con 
un  rango  entre 0  y  12%,  lo  que  determina  que para  su  aislamiento,  todas  las 
especies, excepto V. cholerae y V. mimicus, requieren un suplemento de NaCl en 
el medio (Kaysner y DePaola, 2004; Farmer 3rd et al., 2005).  
La mayoría de  los vibrios están dotadas de un  flagelo polar que  les permite 





V. gallicus,  V. halioticoli,  V.  inusitatus,  V.  neonatus,  V.  rarus  y  V.  superstes 
(Sawabe  et  al.,  2004,  2007;  Beaz‐Hidalgo  et  al.,  2009),  y  excepciones  de 
especies con dos flagelos, como es el caso de V. aerogenes (Shieh et al., 2000). 
Además,  algunas  de  las  bacterias  de  este  género  tienen  la  capacidad  de 
moverse sobre sustratos sólidos o semisólidos mediante numerosos  flagelos 
laterales  con menor  longitud que  el  flagelo polar, movilidad que  se  conoce 
como swarming (Shinoda y Okamoto, 1977; Baumann y Schubert, 1984).  
A  lo  largo  del  tiempo  se  han  ido  observando  otras  excepciones,  como  la 
producción  de  gas  al  fermentar  la  glucosa  (fuente  principal  de  carbono  y 
energía)  por  V.  aerogenes,  V.  furnissii,  V.  gazogenes  y  V.  mytili  (Hickman‐









La  primera  edición  del  Bergey’s  Manual  of  Systematic  bacteriology  (Baumann  y 
Schubert,  1984)  incluía cuatro géneros pertenecientes a  la  familia Vibrionaceae: 




Vibrionaceae  incluye  ocho  géneros:  Aliivibrio  (Urbanczyk  et  al.,  2007), 
Catenococcus, Enterovibrio (Thompson et al., 2002), Grimontia (Thompson et al., 
2003),  Listonella,  Photobacterium  (Baumann  y  Baumann,  1984),  Salinivibrio 
(Mellado et al., 1996) y Vibrio (Baumann y Schubert, 1984). 
Además,  dentro  de  estos  géneros  y,  en  concreto,  en  el  género  Vibrio,  el 
incremento en el número de especies ha  sido  sorprendente,  y debido en gran 




















través  del  consumo  de  alimentos  y  que  pueden  estar  causadas  por  virus, 
bacterias,  parásitos,  toxinas  y  metales  (Mead  et  al.,  1999).  Los  síntomas 
pueden  variar  desde  gastroenteritis  ligeras  a  procesos  letales,  pasando  por 
daños  neurológicos,  hepáticos  y  renales.  Los  Centros  para  el  Control  y 
Prevención de Enfermedades de Estados Unidos (CDC, por sus siglas en inglés) 
estiman  que  cada  año  aproximadamente  1  de  cada  6  estadounidenses  (es 
decir,  48 millones  de  personas)  se  enferman,  128.000  son  hospitalizados  y 
3.000 mueren de enfermedades transmitidas por los alimentos y que de los 31 
patógenos que se conocen, transmitidos por  los mismos, Salmonella spp. (no 
tifoidea),  Toxoplasma  gondii,  Listeria  monocytogenes  y  norovirus  causan  la 
mayoría  de  las  muertes  (CDC,  2011;  Scallan  et  al.,  2011a).  Además,  existen 
enfermedades  transmitidas  por  los  alimentos  causadas  por  agentes 
desconocidos (Tauxe, 2002; Scallan et al., 2011b), y brotes de  infecciones que 




extraintestinales.  De  hecho,  en  la  actualidad,  sólo  diez  son  consideradas 
patógenas  para  los  humanos:  V.  alginolyticus,  V.  cholerae  (serogrupos O1  y 








Austin  et  al.,  2010).  En  este  contexto,  V.  cholerae  (Pollitzer  et  al.,  1959), 
V. parahaemolytocus  (Fujino  et  al.,  1974),  V. fluvialis  (Huq  et  al.,  1980)  y 
V. mimicus (Davis et al., 1981) están mayoritariamente implicadas en infecciones 
gastrointestinates  (casos  de  diarrea), mientras  que  V.  vulnificus  (Blake  et  al., 
1980), V.  alginolyticus  (Blake  et  al.,  1979)  y V.  metschnikovii  (Lee  et  al.,  1978) 
están relacionados con infecciones de heridas y septicemia, siendo V. vulnificus 
la  especie  halofílica  con  un  potencial  virulento  mayor  (Roig  et  al.,  2010). 











V. alginolyticus  +  ++  (+) 
V. cholerae non‐O1  ++  (+)  + 
V. cholerae O1/O139  ++  +  ND 
V. cincinnatiensis  (+)  (+)  (+) 
V. fluvialis  ++  +  + 
V. furnissii  ++  (+)  (+) 
V. harveyi  ND  (+)  (+) 
V. metshnikovii  +  (+)  (+) 
V. mimicus  ++  (+)  (+) 
V. parahaemolyticus   ++  (+)  + 




especies  patógenas  para  humanos  han  sido  reclasificadas  dentro  de  otros 
géneros.  Por  ejemplo,  V.  hollisae  ha  sido  reclasificada  dentro  del  género 
Grimontia  (Grimontia  hollisae)  (Thompson  et  al.,  2003;  LPSN,  2012),  y 
V. damselae como Photobacterium damselae correg. (Love et al., 1981) Smith et 
al.  1991  comb.  nov.  que  hasta  el  año  2000  no  fue  formalmente  propuesto 
(fecha  de  publicación  de  la  norma modificada  61,  Int.  J.  Syst  Evol  Microbiol. 
2000,  50,  página  2239,  columna  2)  dando  lugar  a  confusiones  (Holmes  y 





diarrea,  vómitos  y  calambres  abdominales.  Normalmente  no  se  requiere 
tratamiento antibiótico ni hospitalización  y, en algunos  casos, el período de 
incubación y  las manifestaciones clínicas son similares e  indistinguibles de  las 
ocasionadas  por  otros  enteropatógenos.  Por  otra  parte,  las  infecciones  de 
heridas  (cortes,  rasguños,  etc.)  ya  preexistentes  o  las  producidas  por 
actividades acuáticas o manejo de animales y/o comida de origen acuático, en 
ocasiones  requieren  asistencia  sanitaria.  Además,  en  el  caso  de  que  las 





signos  clínicos  son:  fiebre,  hipotensión,  postración,  escalofríos  y 










de  su  desarrollo:  larvas,  juveniles,  y  reproductores. Algunas  de  las  especies 
identificadas como causantes de enfermedad son: V. aestuarianus  (Garnier et 
al.,  2007), V. anguilarum  (larvas de ostión), V. campbellii, V.  celticus  (patógeno 
potencial de  almejas)  (Beaz‐Hidalgo  et  al.,  2010), V. crassostreae  (Faury  et  al., 
2004),  V. gigantis  (Le  Roux  et  al.,  2005),  V. harveyi,  V.  kanaloae,  V. lentus, 
V. metschnikovii,  V.  neptunis  (Prado  et  al.,  2005),  V.  ordali,  V. pectenicida; 








1985),  o  por  la  penetración  de  bacterias  a  través  de  poros  o  heridas  en  el 
exoesqueleto  (Alday‐Sanz  et  al.,  2002).  Las  especies  de  vibrios  que  están 
implicadas  en  esta  enfermedad  incluyen  a V.  harveyi  (Soto‐Rodriguez  et  al., 
2012),  V.  splendidus,  V. parahaemoyticus  (Martin  et  al.,  2004),  V. alginolyticus 
(Chen et al., 2000), V. vulnificus (Alday‐Sanz et al., 2002), V. campbelli, V. ordalii, 
V.  mediterrani,  V. penaeicida  (Goarant  et  al.,  2000),  V. neptunius, 
V. nigripulchritudo (Goarant et al., 2006a, 2006b). 
En  relación  con  los  cefalópodos,  sólo  se  tienen  evidencias  de  vibriosis  en 
pulpos  y  principalmente  en  animales  cultivados  aunque  también  se  han 
encontrado  en  pulpos  salvajes.  Las  especies  relacionadas  con  esta 






En  peces,  la  vibriosis  es  una  de  las  enfermedades  más  problemáticas  y 
prevalentes  en  especies  cultivadas  y  silvestres,  que  puede  causar  grandes 
mortalidades  y  que  implica  graves  pérdidas  para  la  acuicultura.  Es  una 
enfermedad de distribución mundial que está asociada a cuadros de estrés y 
afecta principalmente a especies marinas y de aguas salobres, pero también a 
especies  de  agua  dulce  (Austin  y  Austin,  2007).  La  vibriosis  puede 
denominarse con diferentes nombres según  la especie causante y  la especie 
hospedadora. Así, V. anguillarum es el agente causal de la Vibriosis Clásica, que 
cursa  con  septicémica  hemorrágica  en  variedades  de  peces  tanto  de  aguas 
cálidas como frías (Toranzo et al., 2005), V. salmonicida (Egidius et al., 1986) es 
el  agente  etiológico  de  la  vibriosis  de  agua  fría  o  Enfermedad  de  Hitra, 
enfermedad  que  afecta  al  salmón  atlántico  (Salmo  salar),  la  trucha  arcoiris 




La  vibriosis  en  cnidarios  puede  aparecer  por  diversos  motivos  atacando  a  las 
colonias de coral en momentos de estrés y dando lugar a diversas patologías. Las 
especies de vibrios asociadas a enfermedades en cnidarios incluyen V. aestuarianus, 














NaCl,  con un óptimo entre  2‐4%. Esta especie  crece óptimamente  a  temperaturas 
entre 10‐44°C, con un óptimo de crecimiento entre 35‐37°C y un pH que varía de 4,8 a 
11,0 con un óptimo de 7,6 a 8,6  (Beuchat,  1973). Vibrio parahaemolyticus  tiene un 






y  expresa  flagelos  periféricos  desnudos,  antigénicamente  diferentes  del  flagelo 
polar  (Belas y Colwell,  1982; Baumann y Schubert,  1984; Belas et al.,  1986)  lo que 
hace pensar que esta especie puede moverse en medio líquido mediante el flagelo 
polar y en sólido mediante swarming. 
Vibrio parahaemolyticus  tiene un  contenido de G  + C que  varía del 44%  al 49%. Y  su 
genoma  consta  de  dos  cromosomas  circulares  de  3.288.558  pb  y  1.877.212  bp,  y 
contiene 4.832 genes (Makino et al., 2003).  Filogenéticamente se encuentra próximo a 
V.  cholerae, pero  la comparación de  sus genomas muestra diferencias entre ellos. El 
genoma de V. parahaemolyticus tiene muchos reordenamientos dentro y entre los dos 






descrito  13 variantes  de  antígenos  O  y  71  de  antígenos  K,  de  forma  que  la 
determinación de  serotipos por combinación O:K ha  resultado de gran utilidad 
para el estudio epidemiológico de la enfermedad causada por este patógeno.  
En  V.  parahaemolyticus,  a  diferencia  de  lo  que  sucede  con  V.  cholerae,  no  hay 
asociación entre serotipo y enfermedad, por lo que cualquiera de ellos puede causar 




Se  ha  observado  que  existen  fagos  específicos  relacionados  con  determinados 
serotipos (Nasu et al., 2000; Iida et al., 2001). Por ejemplo, en V. cholerae los genes 
de  la  toxina del cólera, ctxA y ctxB están  localizados en un  fago  lisogénico, CTX, 
que  se  transmite entre  cepas por  transducción,  lo que determina que  las  cepas 
virulentas sean  las  lisogenizadas por el  fago y  las no virulentas  las no  lisogénicas 
(Waldor y Mekalanos, 1996; Iida et al., 2001). Mientras que Myers y colaboradores 
(2003)  determinaron  que  el  fago  filamentoso  f237  era  específico  y  estaba 
exclusivamente  relacionado  con  las  cepas de V. parahaemolyticus  aisladas desde 
1996, todas ellas O3:K6. Este fago tiene 10 fragmentos de lectura abiertos (ORFs), 
incluyendo  un  fragmento  de  lectura  abierto  único,  ORF8,  el  cual  no  muestra 
ninguna homología  con  secuencias  conocidas de DNA. La amplificación por PCR 
del  segmento ORF8,  en  otras  cepas  virulentas  con  serotipos O4:K68  y O1:KUT 








clones  emergentes  O4:K68,  O1:K25,  O1:K26  y  O1:KUT  forma  el  denominado 
“grupo pandémico” (Okura et al., 2003). Aunque, hay que  tener en cuenta que 
recientes estudios sugieren  la  inclusión de nuevos clones de  la cepa pandémica 
(Meador et al., 2007).  
4.3.2 Ecología 
Vibrio parahaemolyticus habita  las aguas costeras y  los estuarios de  las regiones 
tropicales  y  templadas  del  planeta  (Fujino  et  al.,  1974;  Ayres  y  Barrow,  1978; 
Kaneko y Colwell,  1978). Es una bacteria que puede vivir  libremente o asociada 
con el fitoplancton, zooplancton, peces, crustáceos o moluscos, que constituyen 
el  reservorio de esta especie en el ecosistema acuático  (Baross  y Liston,  1968; 
Thompson  y  Vanderzant,  1976a; Karunasagar  et  al.,  1987;  Colwell  y Huq,  1994; 
Heidelberg et al., 2002; Das et al., 2009). 
Relación  con  el  zooplancton. Diversos  estudios  han  demostrado  que Vibrio  spp. 
constituye  una  porción  significativa  de  la  microbiota  natural  del  zooplancton, 
especialmente del zooplancton con exoesqueleto de quitina, como los copépodos. 
Por tanto, la relación que existe entre ellos podría explicar la persistencia durante 
todo el año de  los vibrios  (Kaneko y Colwell,  1975a; Sakar et al.,  1983; Watkins y 
Cabelli, 1985). En consecuencia,  la densidad de V. parahaemolyticus en el agua de 
mar podría estar controlada por los mismos parámetros que causan variaciones en 
las  poblaciones  de  zooplancton  (temperatura,  luminosidad,  corrientes  marinas, 
concentración de nutrientes y concentración del fitoplacton, entre otros).  
Temperatura y salinidad. La distribución y abundancia de V. parahaemolyticus en 
el medio marino se ve  favorecida por  las altas  temperaturas y concentraciones 
medias salinas (Joseph et al., 1982; Kelly y Stroh, 1988), y también podrían verse 
modificadas en  función de otros parámetros ambientales  tales como el pH y  la 
turbidez. En general, las temperaturas superiores a 19ºC, cuándo la salinidad está 
entre  5  y  30‰,  favorecen  el  crecimiento  de  V.  parahaemolyticus  en  el  medio 
acuícola.  Además,  se  ha  observado  que  incluso  fuera  de  este  rango  de 
salinidades,  las  temperaturas  elevadas  permiten  la  proliferación  de  especies 
patógenas de vibrios (Tantillo et al., 2004).  
Se  han  publicado  diversos  estudios  en  relación  a  la  ecología  de 
V. parahaemolyticus,  encontrando  variaciones  de  sus  concentraciones  tanto 
regionales como espaciales. Así, Kaneko y Colwell estudiaron durante varios años 
el ciclo anual de V. parahaemolyticus en Rhode River, subesturario de Chesapeake 






cuando  la  temperatura del agua alcanzaba  los  14‐15ºC  (abril) y era  liberada a  la 
columna de agua cuando  la temperatura se  incrementaba a 19‐20ºC. Además,  la 
absorción de esta bacteria por parte de los copépodos fue más eficiente a bajas 
salinidades. Estudios llevados a cabo en la costa noroeste del Pacífico de EE.UU. 
relacionaron  la  temperatura  con  la  presencia  de  V.  parahaemolyticus,  aislando 
esta bacteria  en muestras de  aguas  con  temperaturas  superiores  a  15ºC‐17ºC  y 
salinidades  por  debajo  de  13  ppt  (Kelly  y  Stroh,  1988;  Kaysner  et  al.,  1990). 
DePaola  y  colaboradores  en  1990,  estudiaron  las  distribuciones  estacionales  y 
geográficas de V. parahaemolyticus en muestras de agua y de ostras, así como su 
correlación  con  la  temperatura  y  salinidad  del  agua,  y  con  otros  parámetros 
microbiológicos,  en  la  costa  del  Pacífico,  en  el Golfo  de México  y  en  la  costa 








observando  una  densidad  media  de  V.  parahaemolyticus  de  130 ufc/g  con  la 
temperatura del agua  superior a 20ºC  (de Abril a Diciembre), mientras que esa 
densidad disminuía aproximadamente un logaritmo a temperaturas menores. 
Ecología de  las variantes patogénicas de V. parahaemolyticus. En  relación con  las 
variantes patogénicas de V. parahaemolyticus que se describirán con mayor detalle 
en  apartados  posteriores,  Kaufman  y  colaboradores  (2003)  examinaron  la 
variabilidad  en  los  niveles  de  V. parahaemolyticus  total  y  patógeno  en  ostras, 
individualmente procesadas. Encontraron niveles similares de V. parahaemolyticus 
total  en  el  90%  de  las  ostras  estudiadas,  inmediatamente  después  de  ser 
cosechadas, durante  los meses de Junio,  Julio y Septiembre, en un  rango desde 
200  a  2.000  ufc/g.    Pero,  V.  parahaemolyticus  patógeno  solo  fue  detectado  a 
niveles superiores a 100 ufc/g después de almacenar las ostras a 26ºC durante 24 h 
y en algunas ostras cosechadas en Junio y Julio (nunca en Septiembre). DePaola y 
colaboradores  (2003)  publicaron  tendencias  estacionales  similares  en 
V. parahaemolyticus  totales  para  dos  puntos  de  muestreo  en  Alabama:  Cedar 
Point Reef (con salinidades bajas), y Dauphin Island (salinidades altas). Además, 








cosechadas durante  Junio  y  Julio  y, una  vez más, no  fueron detectadas en  las 
ostras  cosechadas  en  Septiembre.  Zimmerman  y  colaboradores  (2007) 








1988; Deepanjali  et  al.,  2005), mientras  que  para  otros  no  existe  una  relación 
significativa entre ellos (Sobrinho Pde et al., 2010).  
En cualquier caso, existen una serie de  factores como  la  temporada del año,  la 
localización en  la columna de agua, el tipo de muestra,  la contaminación fecal y 
los métodos analíticos de aislamiento, entre otros, que están  relacionados con 
las  variaciones  en  la  densidad  de  V.  parahaemolyticus  (DePaola  et  al.,  1990; 
Zimmerman et al., 2007; Baker‐Austin et al., 2010; Martinez‐Urtaza et al., 2010).  
4.3.3. Estrategia de supervivencia y estado viable no cultivable (VBNC) 
El  “estado  viable  pero  no  cultivable”  (VBNC,  por  sus  siglas  en  inglés),  hace 
referencia a  la forma de resistencia a  las condiciones ambientales adversas que, 
se postula, han desarrollado algunas especies bacterianas aisladas en  todo  tipo 
de  ambientes.  Estas  bacterias  sufren  alteraciones  de  distinta  índole  que  les 








(reducción  del  tamaño),  fisiología,  bioquímica,  composición  en  lípidos  y  ácidos 










integridad  celular  mediante  la  exclusión  de  fluorocromos  (Boulos  et  al.,  1999). 




al.,  1991; Wolf  y Oliver,  1992; Oliver  et  al.,  1995; Whitesides  y Oliver,  1997).  Sin 
embargo, los resultados obtenidos son contradictorios y hay autores que afirman 
que  esta  aparente  “resucitación”  tras  la  adición  de  nutrientes  se  debe  al 
crecimiento  de  un  pequeño  número  de  células  cultivables  (presentes  en  todo 




colaboradores  (2003)  encontraron  que  las  células  VBNC  de  las  cepas  de 
V. alginolyticus,  V. parahaemolyticus  de  origen  ambiental  y  V. parahaemolyticus 
ATCC  43996,  inoculadas  por  vía  intragástrica  a  ratones  albinos  (cepa  BALB/c), 
conservaban  su  capacidad  para  expresar  las  proteínas  asociadas  con  la 
patogenicidad, aunque tal expresión podía ser transitoria y/o impredecible. 
4.3.4. Factores de virulencia  
Antiguamente,  las  especies  de  V.  parahaemolyticus  se  clasificaban  según  el 
serotipo  pero,  en  la  actualidad,  se  clasifican  en  base  a  su  potencial  de 
patogenicidad por la presencia de diversos factores de virulencia, incluyendo los 







sangre  humana  o  de  conejo  fresca)  incubado  a  35‐37°C  durante  24 h.  A  esta 
hemólisis se  la conoce con el nombre de fenómeno de Kanagawa (KP) (Sakazaki 
et al.,  1968; Miyamoto et al.,  1969; Takeda,  1982; Nishibuchi et al.,  1985). Se ha 
demostrado que  la TDH  tiene actividad hemolítica, enterotóxica, cardiotóxica y 
citotóxica  (Shirai et al.,  1990; Nishibuchi et al.,  1992; Honda e  Iida,  1993). Existe 
una  clara  asociación  entre  resultado  KP+  y  potencial  de  la  cepa  para  causar 






son  KP+  (Thompson  y  Vanderzant,  1976c;  Joseph  et  al.,  1982).  Es más,  en  un 
estudio  realizado  con voluntarios humanos,  las  cepas KP+ produjeron diarreas, 
mientras que  las KP‐ no  lo hicieron,  incluso con dosis de 109 bacterias/individuo. 
En la actualidad se sabe que la toxina TDH está codificada por el gen tdh, del cual 
existen  variantes  de  secuencia  conocida,  con  un  origen  común  y  un  97,2%  de 
similitud (Nishibuchi y Kaper, 1990; Yoh et al., 1991).  
Se ha descrito otra toxina denominada hemolisina relacionada con la hemolisina 
directa  termoestable  (TRH)  que  también  está  asociada  con  la  patogenicidad 
(Shirai  et  al.,  1990).  TRH  está  codificada  por  el  gen  trh,  del  cual  también  hay 
descritas  dos  variantes,  trh1  y  trh2,  genéticamente  relacionadas  entre  sí  (84% 
identidad) y con el gen tdh, con el que presentan un 68,6% de similitud (Kishishita 
et al., 1992). Además, aunque V. parahaemolyticus en general no produce ureasa, 
los aislados  clínicos que  la producen  también poseen el gen  trh  (Abbott et al., 
1989;  Suthienkul  et  al.,  1995; Osawa  et  al.,  1996; Okuda  et  al.,  1997a),  lo  que 
implica  un  vinculo  genético  entre  el  gen  de  la  ureasa  (ure)  y  el  gen  trh  en  el 
cromosoma (Iida et al., 1997). 
Todas  las  cepas  aisladas  de  V.  parahaemolyticus  asociadas  a  enfermedades 
gastrointestinales  son  TDH+  y/o  TRH+  (Honda  et  al.,  1987; Bej  et  al.,  1999).  Se 




serotipo pandémico O3:K6, ha  revelado que  éste  codifica para dos  Sistemas de 
Secreción  Tipo  III  (T3SS)  (Makino  et  al.,  2003).  El  primero  se  encuentra  en  el 
cromosoma 1 (T3SS1) y es similar, tanto en estructura como en organización, al 
de  Yersinia  sp.  Los  genes  para  T3SS1  están  presentes  en  todos  los  genomas 
analizados  de  V.  parahaemolyticus,  independientemente  de  su  origen  clínico  o 
ambiental.  El  segundo  conjunto  de  genes  se  encuentra  en  el  cromosoma  2 
(T3SS2), dentro de una  isla de patogenicidad de aproximadamente ~80 kb que, 
además lleva las dos copias del gen tdh. T3SS2 no parece ser similar al de ninguna 
otra  bacteria,  excepto  V.  cholerae  no‐O1/no‐O139  T3SS  (Dziejman  et  al.,  2005). 
Ambos  sistemas  de  secreción,  T3SS1  y  T3SS2  son  aparentemente  funcionales 
(Park et al., 2004b), y parece ser que el Sistema T3SS2 sería exclusivo de las cepas 
KP+  (Makino et al., 2003). En cualquier caso, el papel determinante de TDH y el 
Sistema  T3SS  en  la  patogénesis  de  V.  parahaemolyticus  (citotoxicidad, 
enterotoxicidad  y  septicemia)  está  siendo  estudiado.  Hiyoshi  y  colaboradores 




















de  Vibrio  es  un  factor  de  virulencia  que  contribuye  a  la  infección  y  el 
desencadenamiento de la enfermedad en humanos (Dziejman et al., 2005, Park et 
al., 2004a; Park et al., 2004b). Así, aunque el grupo de genes T3SS2 no se limita a 
los  miembros  del  grupo  pandémico,  la  adquisición  de  la  T3SS2 
(y, potencialmente,  la  isla de patogenidad de ~80 kb) en  lo que  respecta a  los 




Finalmente,  se  han descrito otros  factores de  virulencia en V. parahaemolyticus 
relacionados  con  la  capacidad  de  causar  la  enfermedad,  que  son:  factores  de 
adherencia,  colonización  y  de  invasión  celular;  pili  y  hemaglutininas  (mannose 
sensitive  hemagglutinin‐MSHA),  entre  otros  (Hackney  et  al.,  1980;  Honda  et  al., 
1988; Nakasone e Iwanaga, 1990; Nagayama et al., 1995). 
4.3.5. Manifestaciones clínicas 
Vibrio  parahaemolyticus  es  una  bacteria  capaz  de  causar  gastroenteritis, 
infecciones de heridas e,  incluso, septicemias en humanos (Morris y Black, 1985; 
Honda e Iida, 1993; Hlady y Klontz, 1996). Las manifestaciones de la enfermedad 
causada  por  V.  parahaemolyticus  dependen  del  vehículo  de  transmisión  de  la 
bacteria.  Normalmente,  la  infección  se  manifiesta  clínicamente  como 
gastroenteritis  y,  rara  vez,  como  una  septicemia  primaria.  Todo  el  mundo  es 
susceptible  a  la  gastroenteritis  por  V. parahaemolyticus,  mientras  que  los 






De hecho, V. parahaemolyticus ha  sido  la  causa más  frecuentemente notificada 
asociada  a  intoxicaciones  alimentarias  en Asia  y  EE.UU.,  donde  se  estima  que 
3.600  casos  de  vibriosis  por  transmisión  alimentaria  ocurren  anualmente.  Los 





persona  a  persona  no  se  ha  observado  y  la  tasa  de  mortalidad  por 
V. parahaemolyticus es muy baja.  
Experimentos  realizados  en  los  años  50  y  70  con  voluntarios  humanos 
establecieron que  la dosis mínima de  infección por V. parahaemolyticus estaba 
entre  105‐108  ufc  por ml  (Takikawa,  1958;  Aiso  y  Fujiwara,  1963;  Sanyal  y  Sen, 
1974),  aunque  la  gravedad  dependerá  tanto  de  la  cepa  bacteriana  como  del 
hospedador.  En  este  caso,  diferentes  investigaciones  han  comprobado  que 
mujeres  embarazadas  y  pacientes  con  enfermedades  hepáticas  preexistentes 
(cirrosis,  hepatitis  crónica,  historial  alcohólico,  etc.)  y  enfermedades  crónicas 
(linfomas,  tuberculosis  pulmonar,  artritis  reumatoide,  úlcera  duodenal,  y 
diabetes mellitus, entre otras)  tienen mayor  riesgo de enfermar y, además,  los 
individuos  inmunocomprometidos  tienen  una  mayor  probabilidad  de  verse 
afectados por una septicemia primaria (Blake et al., 1979).  
Como  ya  se  comentó  anteriormente  no  existe  asociación  entre  serotipos  y 
enfermedad,  dado  que  todos  ellos  pueden  causar  gastroenteritis  (Nair  y 






patogénico.  Estos  tres  serotipos  han  sido  identificados  en  varias  localizaciones, 












3  días  (Morris  y  Black,  1985;  Nair  y  Hormazábal,  2005).  Los  síntomas  más 
comúnmente  experimentados  son  nauseas,  diarrea  abundante,  vómitos, 
calambres  abdominales,  dolor  de  cabeza  y  extrema  debilidad.  La  aparición  de 
fiebre  y escalofríos es menos  frecuente  (Blake  et  al.,  1980; Morris  y Black, 1985; 
Bryan,  1986). En  las  formas graves se presenta  tenesmo y  las deposiciones son 
acuosas con moco y sangre. El tratamiento  incluye aporte hidroelectrolítico por 
vía  oral  (soluciones  de  rehidratación)  o  parenteral  así  como  antibiótico 
(doxiciclina o ciprofloxacina).  
En un estudio realizado por Hlady y Klontz (1996) se asociaron diversas especies 
de Vibrio  con  el  síndrome  de  la  enfermedad  gastrointestinal,  y  de  todas  ellas, 
V. parahaemolyticus  fue  la  bacteria  más  frecuentemente  asociada  con  la 
gastroenteritis.  De  hecho,  la  gastroenteritis  producida  por  toxiinfección 
alimentaria por mariscos transmitida por V. parahaemolyticus es la causa principal 
de brotes de enfermedades  transmitidas por  los  alimentos en  Taiwan  y  Japón 
(Pan et al., 1997). Por ejemplo, Chiou y colaboradores (2000)  informaron de que 
542  de  850  brotes  en  Taiwan  entre  1995  y  1999  fueron  causados  por 
V. parahaemolyticus,  con  40  serotipos  diferentes  identificados  (principalmente, 
O3:K6). Su y colaboradores (2005a) publicaron que entre 1995 y 2001, hubo 2.057 
casos de V. parahaemolyticus  en  el norte de  Taiwan,  la mayoría  (99,4%) de  las 
cepas de V. parahaemolyticus pudieron ser  identificadas por K serotipos, con un 
55,2%  que  representa  el  serovar  K6.  Estos  datos  nos  dan  una  idea  de  la 
importante implicación de esta bacteria en problemas de Salud Pública.  





Vibrio  parahaemolyticus  tiene  distribución  mundial  presentando  múltiples 
reservorios:  sedimentos  marinos,  plancton,  peces,  moluscos  y  crustáceos.  La 
concentración  de  V.  parahaemolyticus  varía  según  la  temperatura  del  agua  y  la 
salinidad,  entre  otros  factores,  de manera  que  las mayores  concentraciones  se 
registran en verano y en aguas de salinidad intermedia. La transmisión se produce 
fundamentalmente por  ingestión  de productos marinos  contaminados  crudos o 
insuficientemente cocinados, y la susceptibilidad en humanos es universal. 
Desde  la  identificación de V. parahaemolyticus en  1953 se han descrito numerosos 
brotes  infecciosos asociados a esta bacteria. Se trata de un patógeno causante de 
una alta proporción de enfermedades de transmisión alimentaria en países Asiáticos 








40 brotes notificados entre  1973 y  1998  (Barker,  1974; Hlady y Klontz,  1996; CDC, 
1998, 1999; Daniels et al., 2000; DePaola et al., 2000). Además, no hay que olvidar el 
brote asociado con el consumo de ostras crudas en Alaska (McLaughlin et al., 2005). 






Galicia,  donde  el  sistema  sanitario,  entre  1997  y  2000,  contabilizó  84  casos  de 
infección por V. parahaemolyticus, siendo el brote más importante el que se produjo 
en  1999  con  64  casos  y  asociado  con  el  consumo  de  ostras  (Lozano‐León  et  al., 
2003). Además, en Galicia también se produjo un brote en el 2004, con 80 casos, en 
un restaurante entre los invitados a una boda (Martinez‐Urtaza et al., 2005). 
Estos  estudios  indican  que  el  riesgo  de  infecciones  causadas  por 
V. parahaemolyticus en Europa es bajo comparado con el de América o Asia (Nair 
et  al.,  2007).  Sin  embargo,  este  riesgo  se podría  haber  subestimado, debido  a  
que V. parahaemolyticus no está incluido en los actuales programas europeos de 
vigilancia,  como  el  European  Network  for  Epidemiological  Surveillance  and 
Control  of  Communicable  Diseases  (Roque  et  al.,  2009).  Además, 
V. parahaemolyticus podría llegar a ser un problema emergente en el ámbito de la 
Salud  Pública  europea  al  aumentar  el  consumo  de  alimentos  crudos  o  poco 
cocinados  incluido marisco,  sashimi  (filete  de  pescado  crudo)  y  sushi  (bola  de 
arroz avinagrado con filete de pescado crudo), entre otros. La FAO (2011) publicó 






la  gastroenteritis  causada  por  V.  parahaemolyticus  una  enfermedad  de 
prevalencia sumamente baja, ya que se presenta como brotes esporádicos, muy 
localizados y de duración limitada, sólo tiene sentido caracterizar su incidencia. 
En  la  actualidad,  no  es  posible  dar  cifras  reales  sobre  la  incidencia  de  las 
enfermedades causadas por especies de Vibrio en todo el mundo, ya que incluso 
cuando  existen  programas  de  vigilancia,  la  recopilación  de  información  es 




enfermedades  causadas  por  vibrios  cada  año  (Mead  et  al.,  1999).  Además, 




para estimar  la  incidencia anual de  todas  las  infecciones causadas por Vibrio, y 
estimaron que era de 95,4 por millón para consumidores de ostras crudas con 
enfermedad  hepática,  9,2  por  millón  para  consumidores  de  ostras  crudas  sin 
enfermedad hepática, y 2,2 por millón para los que no consumen ostras crudas.  








de  los brotes, ya que el 91% de  los  casos de  septicemia primaria y el 86% de  las 
infecciones de heridas aparecieron entre Abril y Octubre (Hlady y Klontz, 1996).  
4.3.8.  Métodos de cultivo para el aislamiento e identificación 
En  la  actualidad  no  hay  ningún  método  para  la  detección  y/o  el  recuento  de 
V. parahaemolyticus que sea eficaz al 100%. El método convencional usado en los 
análisis  rutinarios  de  aislamiento  e  identificación  de  los  vibrios  incluye  un 





cultivo  seguida  por  la  hibridación  de DNA  de  las  colonias  (McCarthy  et  al.,  1999, 
2000).  Este  último,  mejorado  por  Nordstrom  y  DePaola  (2003)  mediante  un 
enriquecimiento previo de las muestras. 
La  siembra  directa  en  medios  de  cultivo  sigue  siendo  difícil  debido  a  la  gran 
cantidad de microbiota natural que  también puede  crecer en estos medios. Por 
ello, se han diseñado distintos medios específicos que nos permiten diferenciar los 
vibrios presentes de otras bacterias,  como es el  caso del  agar  tiosulfato‐citrato‐
sales  biliares‐sacarosa  (TCBS),  o medios  selectivos  que  nos  permitan  identificar 















de  los vibrios  fermentadores de sacarosa (SFV) (dónde se  incluye V. cholera) 




basado  en  un  indicador  de  cambio  de  pH  debido  a  la  fermentación  de  la 
sacarosa. Las colonias malva se  identifican como posibles V. parahaemolyticus, 
mientras  que  las  colonias  azules  corresponden  a  posibles  V.  vulnificus  / 
V. cholerae y las colonias incoloras corresponden a posibles V. alginolyticus. Este 














La morfología de  la bacteria  se observa  al microscopio óptico  tanto  en  fresco 





del  fabricante  y  será  anotado  en  la  hoja  de  resultados)  y  una  base  de  datos 
(BioMérieux,  Marcyl’Etoile,  Francia)  (Tabla  5).  Además  del  perfil  bioquímico 
general de V. parahaemolyticus por pertenecer al género Vibrio y de  las pruebas 
API 20E, V. parahaemolyticus se complementa con otras características.  
De  forma  resumida,  V.  parahaemolyticus  es  anaerobio  facultativo,  con 
metabolismo oxidativo  y  fermentativo, produce  catalasa  y  fermenta  la glucosa 
sin producción de gas. Además tiene resultados positivos para la fermentación de 
manitol, maltosa, trealosa, D‐manosa y D‐galactosa, y negativos para la sacarosa, 
lactosa,  inositol,  dulcitol,  salicina,  rafinosa‐D‐xylosa,  celobiosa,  alfa‐metil‐D‐




Test Bioquímico  % aislados positivos    Test Bioquímico 
% aislados 
positivos 
Orto‐nitrofenil‐bD‐galactoprianosidasa  0    Gelatinasa  75 
Arginina dihidrolasa (ADH)  0    Fermentación de glucosa  100 
Lisina decarboxilasa (LDC)  100    Fermentación de manitol  99 
Ornitina decarboxilasa (ODC)  99    Fermentación de inositol  0 
Utilización de citrato  50    Fermentación de sobitol  0 
Producción de H2S  0    Fermentación de ramnosa  1 
Ureasa  1    Fermentación de sacarosa  1 
Triptofano desaminasa (TDA)  0    Fermentación de melibiosa  0 
Producción de indol  100    Amigdalina  12 
Voges–Proskauer  1    Fermentación de arabinosa  50 
Las  condiciones  de  cultivo  de  esta  bacteria  son  variables  por  su  capacidad  de 
crecer  en  un  amplio  rango  de  temperaturas  (incluso  a  42ºC),  con  diferentes 
concentraciones de cloruro sódico (1‐8%). Algunas de ellas (75‐89,9%) son capaces 
de crecer con concentraciones de NaCl de 0,4 y 0,5%, pero no inferiores.  









resolutivas  y  útiles  en  estudios  epidemiológicos  que  las  técnicas  fenotípicas 








en  una  determinada  especie  de  molusco  bivalvo  o  localización  geográfica; 
establecer  la existencia de hospedadores‐reservorios de V. parahaemolyticus en 
bivalvos, así como en el medio ambiente para determinar el papel que juegan en 
la  enfermedad;  y estudiar  la  relación  que  existe  entre  diferentes  cepas  de 
V. parahaemolyticus aislados de diferentes orígenes geográficos europeos.  
Además,  en  los  últimos  años  las  técnicas  moleculares  están  evolucionando 




2010).   En  relación  a esto, Nordstrom  y  colaboradores  (2007) desarrollaron un 





Esta  técnica  se  emplea  en  la  caracterización  e  identificación  de 





del  DNA  agrupan  diferentes  metodologías  basadas  en  la  utilización  de 
cebadores,  diseñados  a  partir  de  secuencias  repetidas  de  regiones  de DNA 





REP  (Repetitive  Extragenic  Palindromic  Sequence)  (35‐40  pb)  (Stern  et  al., 
1984), las secuencias intergénicas de consenso repetitivas de enterobacterias, 
ERIC  (Enterobacterial Repetitive  Intergenic  Consensus  Sequences)  (124‐127 bp) 
(Hulton  et  al.,  1991)  y,  el  elemento  BOX  (154  pb)  que  posee  diferentes 
subunidades conservadas (Staley y Harwood, 2010).  
En  concreto,  la  amplificación  entre  elementos  repetitivos de DNA mediante 
análisis  de  la  PCR  o,  rep‐PCR,  permite  generar  ‘fingerprints’  (patrones  de 
fragmentos) de DNA mediante  la amplificación entre  las múltiples copias de 
los  elementos  repetitivos  dispersos  en  el  genoma molde.  Esta metodología 
combina  la  simplicidad  de  la  técnica  del  análisis  PCR,  con  el  nivel  de 
polimorfismos  que  puede  ser  detectado  mediante  la  hibridación  del  DNA 
genómico  utilizando  sondas  basadas  en  secuencias  repetitivas  (Cabanillas‐
Beltrán et al., 2006). La naturaleza altamente conservada de estas secuencias 
ha  permitido  su  utilización  para  el  análisis  de  numerosos microorganismos. 
Wong  y  Lin  (2001)  demostraron  que  la  técnica  de  ERIC‐PCR  para 













tox R  L: GTCTTCTGACGCAATCGTTG  60,00  368  Kim et al., 1999 
R: ATACGAGTGGTTGCTGTCATG  62,00 
tdh  L‐tdh: GTAAAGGTCTCTGACTTTTGGAC  48,58  269  Nishibuchi y Kaper, 1985;  
Bej et al., 1999 R‐tdh: TGGAATAGAACCTTCATCTTCACC  53,27 
trh  L‐trh: TTGGCTTCGATATTTTCAGTATCT  51,37  500   Honda e Iida, 1993; Bej et al., 1999 R‐trh: CATAACAAACATATGCCCATTTCCG  58,32 
trh  L‐trh: GGCTCAAAATGGTTAAGCG  56,00  250  Tada et al., 1992 
R‐trh: CATTTCCGCTCTCATATGC  56,00 
4.3.10.3. Técnica  de  electroforesis  en  gel  de  campo  pulsado  (Pulsed‐Field  Gel 
Electrophoresis, PFGE) 
La electroforesis en gel de campo pulsado  (PFGE), descrita por primera vez en 
1984  (Schwartz  y  Cantor,  1984),  se  basa  en  la  fragmentación  del  genoma 
bacteriano,  mediante  restricción  enzimática,  y  posterior  separación  de  los 









La  técnica  de  PFGE  se  ha  empleado  como  una  herramienta  discriminatoria 
para  evaluar  epidemiológicamente  la  diversidad  genética  de 
V. parahaemolyticus  e  identificar  la  relación  existente  entre  estos  aislados 
ambientales  (o  aislados de muestras de  alimentos)  con  cepas de  referencia 
que poseen  una  reconocida patogenicidad  en  humanos  (Martinez‐Urtaza  et 
al., 2004; Wong et al., 2007; Ansaruzzaman et al., 2008; Ellingsen et al., 2008; 






la  aparición  de  la  enfermedad  causada  por  vibrios  (V.  parahaemolyticus, 
V. vulnificus,  V.  cholerae  no‐O1/no‐O139,  etc.)  que  son  bacterias  autóctonas  del 
medio  acuático  (Barrow,  1974).  Vibrio  parahaemolyticus  tiene  un  tiempo  de 
generación corto, en torno a 9 min en condiciones optimas,  lo que significa que 
puede alcanzar concentraciones muy altas dentro de  los moluscos una vez que 
éstos han  sido  cosechados. Esta  concentración dependerá de  la  concentración 
inicial así como de la temperatura de almacenamiento y transporte (Katoh, 1965, 
citado por Blake et al.,  1980; DePaola et al., 2000). Por  lo  tanto,  la enfermedad 
podría prevenirse evitando el consumo de mariscos crudos o poco cocinados (la 







segura  es  su  cultivo  y  recolección  en  aguas  limpias,  sin  contaminación.  Sin 
embargo, la disponibilidad de ese tipo de aguas es muy escasa (Potasman et al., 
2002).  Al  igual  que  sucede  con  los  agentes  patógenos  de  origen  fecal,  los 
controles para los patógenos de origen natural minimizan el riesgo de encontrar 








no  térmicas de  inactivación de microorganismos que conserven  las características 




procesos  requieren  una  inversión  inicial  en  infraestructuras  y  en  formación  del 









(tanto en  la post‐cosecha,  como por  las mareas)  antes de  llevarlos  a  refrigerar. 
Para  minimizar  el  riesgo  de  crecimiento  de  Vibrio spp.,  las  autoridades 
competentes  en  EE.UU.,  limitan  el  tiempo  de  exposición  al  aire  antes  de  la 
refrigeración. La duración del tiempo depende de  la temperatura media mensual 
máxima  de  aire  (AMMAT,  por  sus  siglas  en  inglés)  o  la  temperatura  promedio 
mensual máxima de agua (AMMWT, por sus siglas en inglés) en el momento de la 
cosecha, que es determinado por la autoridad de control de mariscos (FDA, 2001, 
2011). De  hecho,  si  el  valor  de  la  temperatura media mensual  del  agua  costera 
excede de 15,6ºC (60°F), en el caso del Océano Pacífico, ó 27,2ºC (81°F), en el caso 
del Golfo de México y del Océano Atlántico,  la autoridad de control de mariscos 







nivel de acidez  (pH)  (según el  reglamento de alimentos acidificados, 21 CFR  114, 
para  productos  acidificados  no  perecederos  y  para  los  productos  acidificados 
frigoríficos),  evitar  la  contaminación  después  del  proceso  de  pasteurización, 
minimizar el tiempo de exposición a temperaturas favorables para el crecimiento 







en  contenedores  herméticamente  sellados,  21 CFR  113)  y  eliminar  los patógenos 
bacterianos manteniendo las propiedades del producto crudo (FDA, 2001, 2011). En 
EE.UU. el control de V. parahaemolyticus en los moluscos (especialmente ostras) es 
un  procedimiento  rutinario  que  implica  una  evaluación  del  riesgo  por  las 
autoridades de control de mariscos. Esta evaluación determina el valor del riesgo 
de  padecer  enfermedad  por  V.  parahaemolyticus  tras  el  consumo  de  ostras 
cosechadas  en  una  determinada  zona  de  cultivo.  El  nivel  permitido  según  las 






La  producción  de  moluscos  en  zonas  con  niveles  relativamente  bajos  de 
contaminación,  por  ejemplo,  zonas  autorizadas  bajo  el  sistema  de  EE.UU. 
(Tabla  7)  y  zonas  clase  A  en  el  sistema  de  la  UE  (Tabla  8),  seguida  de 
depuración, asegurará un nivel de riesgo de enfermedades por contaminación 
fecal tan bajo como el que se consigue a través del cocinado.  
Sin  embargo,  estos  indicadores  bacterianos  tradicionales  no  sirven  para 
predecir  la  presencia  de  V. parahaemolyticus,  aunque  se  observen  ciertas 
correlaciones entre ellos (Watkins y Cabelli, 1985). 
Un  sistema  similar al de EE.UU.  se aplica en  Japón, donde  las ostras para el 
consumo  en  crudo  deben  recolectarse  de  las  aguas  donde  el  NMP  de 



















Autorizada  ≤70  ≤230  ≤14  ≤43  Ninguno 
Restringida  ≤700  ≤2.300  ≤88  ≤260  Depuración o reinstalación en zona autorizada 
Prohibida  >700**  >2.300**  >88**  >260**  Recolección prohibida 






























particulada  presente  en  el  interior  de  los  moluscos.  Los  moluscos  son  un 
importante alimento en la dieta humana. Estos animales se alimentan filtrando 
grandes  volúmenes de  agua proceso durante  el que  retienen  en  su  interior 
materia particulada  (partículas  inorgánicas de arena,  limo  y arcilla, así  como 
bacterias  y  virus)  (Richards,  1988).  A  pesar  de  ello,  en  algunos  países, 
incluyendo  los  de  la  Unión  Europea,  los  moluscos  pueden  ser  legalmente 
cosechados  de  aguas  medianamente  contaminadas  si  son  depurados  bajo 
condiciones controladas antes de ser comercializados y consumidos (Leung y 











En  el  caso  de  que  la  reinstalación  no  sea  suficiente,  es  obligatorio  por 
exigencias de  la  legislación  internacional, nacional y/o  local  (aunque  también 





eliminar microorganismos y arena de  los  tejidos de  los bivalvos y proteger a 
los  consumidores.  (Leung  y  Lui,  2004).  Históricamente,  la  depuración  o 
purificación de moluscos  se  consolidó  como  técnica  a  raíz de  los brotes de 
fiebre tifoidea (causada por  la Salmonella Typhi) que ocasionaron numerosas 




La  depuración  consiste  en  eliminar  los  contaminantes  microbianos  de  los 
moluscos  bivalvos  al  ponerlos  en  tanques  con  agua  de  mar  desinfectada 
(usando  cloro,  luz  ultravioleta,  ozono,  etc.),  en  recirculación  o  en  circuito 
abierto,  y  en  condiciones  que  permitan  maximizar  su  actividad  filtradora, 
durante  un  periodo  de  tiempo  adecuado,  que  puede  variar,  generalmente, 
entre  24  y  48  h.  Así,  este  proceso  se  basa  en  la  capacidad  que  tienen  los 
moluscos bivalvos de bombear y filtrar grandes cantidades de agua a través de 
sus branquias.  





nivel de contaminación  inicial y el estado  fisiológico del bivalvo, así como  la 
temperatura,  la  turbidez  y  la  salinidad  del  agua  de  la  planta  depuradora 
también serán factores importantes (Rowse y Fleet, 1984). 
Por  otra  parte,  la  depuración  puede  no  ser  suficientemente  efectiva  para 





(Jones  et  al.,  1991;  Murphree  y  Tamplin,  1995).  El  proceso  de  depuración 
tampoco  elimina  las  partículas  virales,  por  lo  que  su  efectividad  para  evitar 
brotes de enfermedades víricas es reducida. Por este motivo, la depuración no 
debe  considerarse el principal mecanismo de mitigación para estos  casos,  y 
será necesario optimizar el diseño y funcionamiento de estos sistemas para la 























































el  que  el  sistema  de  depuración  permita  que  los  moluscos  reanuden 
rápidamente  y mantengan  su  alimentación por  filtración.  El objetivo  es que 
queden  limpios  de  residuos  fecales,  y  no  vuelvan  a  contaminarse  y  se 
mantengan  con  vida  en  condiciones  adecuadas  para  el  envasado,  el 
almacenamiento  y  el  transporte  que  precedan  a  su  puesta  en  el mercado. 
Además,  se  estipula  que  los  moluscos  bivalvos  deben  depurarse 







En  consecuencia  cada Estado Miembro de  la UE ha  ido especificando  cómo 
deben  realizarse  los principios de depuración y estableciendo otros criterios 




El  control  de  la  supervivencia  de  bacterias  patógenas  a  través  de  procesos 
destinados a contener  las características del producto crudo  se  lleva a cabo 
siguiendo unas premisas: establecer científicamente y validar un proceso que 
reducirá  los patógenos a un nivel aceptable; diseñar y operar  los equipos de 
procesamiento para que  cada unidad de  la producto  se  someta al menos al 
proceso mínimo establecido; y  llevar a cabo un seguimiento continuo de  los 
parámetros  críticos  del  proceso  para  verificar  la  consecución  del  proceso 
científicamente establecido.  
Estos procesos están diseñados para reducir  los microorganismos patógenos 
específicos  a  niveles  aceptables, manteniendo  las  cualidades organolépticas 
(aspecto, sabor y textura) del producto bruto. Son especialmente útiles en el 
tratamiento de  los peligros  asociados  con  un determinado patógeno  en  las 
materias primas,  tales  como moluscos  crudos  (por ejemplo, ostras,  almejas, 
mejillones  y  huevas  de  vieiras)  que  están  destinados  para  ser  consumidos 




El  control  de  la  temperatura  es  uno  de  los  factores  clave  después  de  la 
recolección de los moluscos bivalvos, de forma que temperaturas de 10ºC o 
inferiores,  impiden  la multiplicación  de  vibrios  patógenos  a  altos  niveles. 
Por  lo tanto  la refrigeración es el método más comúnmente utilizado para 
preservar la calidad y extender la vida útil de los bivalvos (Andrews, 2004).  
La  congelación  reduce  los  niveles de Vibrio  spp.  en mariscos  e  impide  la 
multiplicación de los mismos (Schwarz,  2000;  Cook  y  Ruple,  1992).  Este 
proceso  combinado  con  el  envasado  al  vacío  es  una  herramienta  muy 







Los  procesos  de  alta  presión  hidrostática  son  considerados  técnicas  de 
procesado  no  térmico  que  logran  la  inactivación  de microorganismos  en 
alimentos  sin  aparentes  cambios  de  sus  características  organolépticas 
(Hite,  1899; Mañas  y  Pagan,  2005;  Chen  et  al.,  2006;  Grove  et  al.,  2006; 
Considine et al., 2008; Corbo et al., 2009).  
La  HPP  se  basa  en  la  aplicación  de  presión  hidrostática  en  el  rango  de 
14.500  a  145.000  libras  por  pulgada  cuadrada  (100  a  1.000  MPa).  Estas 
presiones  son  capaces  de  inactivar  los  patógenos  sensibles  a  la  presión, 








en general,   más  sensible que V.  cholerae  a presiones por encima de  210 
MPa  y,  dentro  de V.  parahaemolyticus,  las  cepas  del  serotipo  pandémico 
O3:K6 son más resistentes a la presión hidrostática que otros serotipos   o, 
incluso, que otros vibrios (Cook, 2003; Velazquez et al., 2005). 
La eficacia del  tratamiento con altas presiones depende de  la  intensidad 
de  la  presión,  de  la  temperatura  del  proceso,  del  tiempo  que  dure  la 
exposición  y,  por  supuesto,  del microorganismo  a  tratar  (Hoover  et  al., 
1989),  sobre  todo  teniendo  en  cuenta  que  existen  microorganismos 
(denominados barodúricos) capaces de sobrevivir a altas presiones (de 50 
a 202 MPa). A pesar de que al utilizar esta técnica se han descrito algunos 
efectos  no  deseados,  en  la  actualidad  las  altas  presiones  son  una 
prometedora  técnica emergente, económicamente viable para preservar 
la calidad e  inactivar determinados patógenos como V. parahaemolyticus 
en  moluscos  manteniendo  las  propiedades  nutritivas  y  sensoriales 
(Murchie et al., 2005; Torres y Velázquez, 2005; Ma y Su, 2011).  
 Congelación rápida de manera individual (IQF, Individual Quick Freezing)  
IQF  implica  el  uso  de  la  tecnología  de  congelación  criogénica  para  bajar 
rápidamente la temperatura del producto por debajo de 0ºC, dependiendo 
de las características físicas del producto y la capacidad del IQF.  






textura,  valor  nutritivo  y  el  sabor  original  una  vez  que  haya  sido 
descongelado,  gracias  a  la  cristalización  que  se  produce  en  su  interior 
(cristales pequeños). Además, tiene la ventaja de que se pude descongelar 
la cantidad de producto deseada.  
Este  proceso  produce  una  reducción  del  número  de  agentes  patógenos 
sensibles  a  la  congelación,  siendo  algunos  de  ellos  (como 
V. parahaemolyticus y V. vulnificus) más sensibles que otros (FDA, 2009). 
 Procesos de radiación ionizante 
La  aplicación  de  radiaciones  ionizantes  (es  decir,  la  irradiación)  en  los 
alimentos  es  un  proceso  físico  no  térmico  que  se  utiliza  para  eliminar  o 
reducir  el  número  de  bacterias  patógenas,  parásitos  e  insectos  en  los 
alimentos,  aunque  también  se  puede  utilizar  para  retrasar  determinados 
procesos fisiológicos (por ejemplo, la maduración) de frutas y verduras. Es 
una técnica que no produce muchas bajas en el procesado. 
En  EE.UU.  se  consideran  fuentes  aceptables  de  radiaciones  ionizantes  los 
rayos  gamma  de  unidades  selladas  de  los  radionucleidos  de  cobalto‐60 
(Jakabi  et  al.,  2003)  y  cesio‐137,  electrones  generados  por  máquinas  con 
energías que no  excedan  los  10 millones de  electrón‐voltios,  y  los  rayos X 
(Mahmoud y Burrage, 2009) generados por máquinas con energías de hasta 
5‐7,5 millones de electrón‐voltios, dependiendo del receptor alimentario.  
La  FDA  ha  aprobado  el  uso  de  radiaciones  ionizantes  para  el  control  de 
V. parahaemolyticus y V. vulnificus y otros patógenos en los moluscos frescos 
o  congelados.  En  estos  casos  es  obligatorio  llevar  a  cabo  controles  de 

























Las  sustancias  GRAS  (Generalmente  Reconocidas  como  Seguras)  son 
aquellas  cuyo uso en  los alimentos es  reconocido por  los expertos  como 
seguro  (basándose  en  su  uso  en  los  alimentos  antes  de  1958  o  en 
publicaciones científicas).  
La FDA tiene un listado de aditivos permitidos para el consumo humano de 
tipo GRAS. Algunos de ellos  (diacetil  (butanediona);  lactato  sódico; ácido 
láctico; e hidroxibutilanisol  (BHA), entre otros) mejoran  la vida útil de  los 
mariscos al controlar la contaminación por Vibrio spp. (Sun y Oliver, 1994). 
Éstos pueden ser añadidos directamente a  los alimentos por estar dentro 




Se  ha  demostrado  que  los  aditivos  químicos  de  origen  natural  como  el 
ácido cítrico o, incluso, sustancias naturales como el zumo de limón (Citrus 





52,1  mg/ml  lo  que  les  permite  basar  su  acción  en  una  reducción  del  pH 





patógenos  de  interés  en  Salud  Pública,  se  pueden  aplicar  procesos  de 
cocción o pasteurización, que garanticen  la  inocuidad de estos alimentos 
desde el punto de vista microbiológico, aunque no destruyan otros tóxicos 









de  la ostra y de  la condición) y enfriamiento posterior de  las mismas por 
aspersión durante 1 min con agua potable, antes del pelado y lavado. 
 Cocción 
El cocinado es un  tratamiento  térmico que generalmente  se  realiza antes 




cangrejo,  langosta,  carne  de  cangrejo,  camarón  cocido,  ensaladas  de 
mariscos, sopas de mariscos y salsas, y pescado ahumado en caliente. 





razonablemente  probable  que  se  presenten  en  productos  alimentarios 
durante  su  tiempo de  vida  útil,  cuando  se  almacena bajo  condiciones de 
abuso  normal  y  moderado.  En  el  caso  de  productos  de  la  pesca,  la 
pasteurización  se  realiza  generalmente  después  de  que  el  producto  se 
coloque  en  el  envase  final  herméticamente  sellado.  Se  aplica  a  los 
productos que se distribuyen ya sea refrigerados o congelados.  
Además de eliminar  las bacterias patógenas, el cocinado y  la pasteurización 
también  pueden  reducir  considerablemente  el  número  de  bacterias  de 
descomposición  presentes  en  el  producto  de  la  pesca.  Estas  bacterias 
normalmente  restringen  el  crecimiento  de  patógenos  a  través  de  la 
competencia,  de  forma  que  la  eliminación  de  las  bacterias  de 
descomposición permitiría un rápido crecimiento de las bacterias patógenas 
de reciente  introducción. Eso debe tenerse en cuenta ya que determinadas 
bacterias  patógenas  pueden  ser  introducidas  después  de  la  cocción  o 
pasteurización y suponer una preocupación adicional. Esto es especialmente 






Diversos  autores  han  demostrado  que  las  bajas  temperaturas  de 
pasteurización (alrededor de 52ºC) durante 10 min en ostras inoculadas con 
V.  vulnificus  y  V. parahaemolyticus  reducían  los  niveles  desde  105  MPN/g 
hasta niveles no detectables (Cook y Ruple, 1992; Andrews et al., 2000). En 
un  trabajo posterior, Andrews  y  colaboradores  (2003b) demostraron que 
ostras contaminadas con V. parahaemolyticus O3:K6 (104‐106 ufc/g de ostra) 




La  esterilización  en  autoclave  es  un  tratamiento  térmico  que  elimina  casi 
todos  los  patógenos  transmitidos  por  los  alimentos  y  permite obtener  un 
producto estable en almacenamiento.  
A pesar de que este tratamiento es muy eficiente para la destrucción de los 
vibrios, hay que  tener en  cuenta que en el  caso de alimentos poco ácidos 
envasados  en  contenedores  herméticamente  sellados,  deben  realizarse 
controles  obligatorios  adicionales  para  evitar  el  crecimiento  de  otras 
bacterias  con  formas  resistentes  (esporas  termorresistentes)  que  pueden 
producir toxinas en condiciones de anaerobiosis (como es el caso del subtipo 




En  los últimos años,  se ha producido un aumento notable en  las  importaciones y 
exportaciones  de  marisco,  a  escala  mundial.  Esta  actividad  comercial  ha 
incrementado  las  posibilidades  de  trasmisión  de  las  enfermedades  asociadas  al 
consumo del marisco desde el punto de producción al punto de venta, lugares que 
pueden estar  situados a miles de kilómetros de distancia. Además, el cambio que el 
ser  humano  produce  en  su  entorno  ha  afectado  a  las  áreas  de  producción  de 
especies  destinadas  al  consumo,  con  su  correspondiente  repercusión  en  Salud 
Pública y en la actividad comercial.  
Específicamente,  en  relación  con  el  objeto  de  este  trabajo,  en  el  2002,  la 
Organización  de  las Naciones Unidas  para  la Agricultura  y  la Alimentación  (FAO) 
junto con  la Organización Mundial de  la Salud (OMS) convocaron una Consulta de 
Expertos  sobre  Evaluación  de  riesgos  de  Vibrio  spp.  en  pescados  y  mariscos 
(FAO/OMS, 2003). Por su parte, en el 2005, la FDA llevó a cabo un análisis de riesgo 
cuantitativo  para  V.  parahaemolyticus  en  ostras  crudas  en  los  Estados  Unidos, 





temperatura  del  aire  que  afectan  a  la  densidad  de  V.  parahaemolyticus  en 
condiciones  naturales  y  en  condiciones  de  post‐cosecha,  respectivamente. 
Estimaron  la  relación  dosis‐respuesta  en  humanos  con  respecto  a 
V. parahaemolyticus  y  sugirieron  que  había  un  riesgo  bajo  (<  0,001%)  de  sufrir 
gastroenteritis  tras el consumo de  104 células de V. parahaemolyticus  (tdh+), y un 




Alimentaria  (EFSA)  o  la  FAO  así  como  la  elaboración  de  recomendaciones  para 
poder llevar a cabo futuras legislaciones, cómo es el caso de EE.UU. o, por ejemplo, 
Chile  dónde  las  gastroenteritis  por  V. parahaemolyticus  son  de  notificación 
obligatoria de acuerdo al Decreto 158 (Octubre 2004). 
La  Unión  Europea  regula  la  producción,  el  cosechado  y  la  comercialización  de 
moluscos  bivalvos  en  la  Unión  Europea.  Los  requisitos  que  deben  cumplir  las 
empresas de  la  industria alimentaria se presentan en el Reglamento 853/2004 que 
incluye  reglas  específicas  de  higiene  para  alimentos  de  origen  animal  (Comisión 
Europea,  2004a).  Los  parámetros  que  utiliza  para  establecer  la  idoneidad  de  los 
moluscos  están  basados  en  indicadores  de  contaminación  fecal,  como  E.  coli  o 
Salmonella  spp.  (Comisión  Europea,  2004b,  2006,  2007).  Sin  embargo,  existen 
















V. parahaemolyticus  en  Europa,  que  cubrieran  las  lagunas  de  información 
presentes en los análisis de riesgo europeos. Estos datos permitirán disponer de 













3. Investigar  la  distribución  de  los  marcadores  de  patogenicidad  de 
V. parahaemolyticus  (genes  tdh y/o  trh) en cepas de origen ambiental aisladas en 
diferentes ecosistemas de Europa, entre ellos el delta del Ebro.  
4. Estudiar  la  eficacia  de  un  sistema  experimental  de  depuración  de 
Ruditapes philippinarum  con  el  fin  de  determinar  el  tiempo  necesario  para 
reducir hasta niveles  indetectables  las poblaciones naturales  tanto de vibrios 






5. Describir  y  comparar  las  características  de  incorporación  y  supervivencia  de 
cepas,  tanto  patógenas  como  no  patógenas,  de  V.  parahaemolyticus  en 
moluscos bivalvos de  interés comercial  (R. decussatus y/o R. philippinarum), en 
ambiente acuático.  
6. Determinar el crecimiento y  la capacidad de supervivencia durante  la etapa de 

















La  región  del  Delta  del  Ebro  es  una  zona  de  gran  interés  biológico,  siendo 
considerada uno de  los humedales más  importante del Mediterráneo occidental 
y  también  del  Estado  Español,  después  de  Doñana.  Está  declarada  zona  de 
especial  protección  para  las  aves  (ZEPA)  y  parte  de  esta  área  está  clasificada 






coordenadas  40°43’N  y  00°44’E  y  que  coincide  con  la  superficie  del  Parque 
Natural  del  Delta  del  Ebro  y  de  la  Zona  de  Especial  Protección  para  las  Aves 

















Delgado,  1987).  Tiene  una  profundidad media  de  4 m  y máxima  de  6 m,  y  un 




intensivas  (65%  de  la  superficie  total),  los  vertidos  urbanos  e  industriales 
(cementera y químicas, entre otras),  la pesca,  la acuicultura  (siendo una de  las 
áreas más importantes a nivel nacional) y las actividades turísticas (Prat e Ibáñez, 
1995;  Gómez‐Gutiérrez  et  al.,  2006).  Dichas  actividades  junto  con  las 
características  que  definen  el  ecosistema  del  delta  del  Ebro  y  favorecen  la 




el mejillón  (Mytilus  galloprovincialis),  la  almeja  fina  (Ruditapes  decussatus)  y  la 
almeja  japonesa  (Ruditapes  philippinarum).  Estos  moluscos  bivalvos  son  las 

















El mejillón  (Mytilus  galloprovincialis  Lamarck,  1819)  vive  a  temperaturas de  10‐
20°C, con una salinidad óptima del 34‰. Esta especie es la que mayor importancia 
económica y productiva a nivel nacional y local. 
La almeja  fina  (Ruditapes decussatus Linnaeus,  1758) es una de  las especies de 
moluscos bivalvos más apreciada en España y una de las menos abundantes por 
la  escasez  de  semilla  apta  para  el  cultivo,  resultando  imprescindible  mejorar 
ciertos aspectos de la tecnología de cultivo de semilla en criadero para aumentar 
la  producción  y  abaratar  sus  costes.  Esta  especie  es  nativa  de  la  bahía  de  Els 
Alfacs y su recolección se realiza de camas naturales situadas en dicha bahía. Es 
relativamente  euriterma,  pudiendo  vivir  con  temperaturas  entre  10  y  30ºC, 











Comparte  con  la  almeja  fina  los  valores  óptimos  de  temperatura  y  salinidad, 
aunque el límite inferior de salinidad para esta especie es del 15‰ y la temperatura 
ideal de crecimiento se sitúa entre 15 y 28ºC (Pérez Camacho, 2002). 
Es  importante  citar  que  los  dos  diferentes  tipos  de  cultivo  de  bivalvos  que  se 
utilizan en el delta del Ebro son: cultivo de bivalvos adheridos a un sustrato rugoso 
que los mantiene sésiles en cuerdas suspendidas en la columna de agua (utilizado 
para  el  cultivo  de  ostión  y mejillón),  y  el  cultivo  de  los  bivalvos  enterrados  en 
sustratos  finos  de  playas  arenosas  contactando  con  el  exterior  mediante  los 
sifones  (en  el  caso  de  las  almejas).  Esta  circunstancia  hace  que  al  analizar  los 
resultados  se  tenga  en  cuenta  la  posible  existencia  de  una  correlación  entre  el 
hospedador y el sistema de producción en el medio natural de dicho bivalvo.  
Adicionalmente,  se  trabajó  con  cepas  aisladas  procedentes  de  otras  especies: 
vieiras  (Pecten  maximus),  mejillón  atlántico  (Mytilus  edulis),  buey  de  mar 
(Cancer pagurus)  y  otros  crustáceos,  que  no  se  han  tenido  en  cuenta  en  este 






muestreos  fue  detectar  la  presencia  de  V.  parahaemolyticus  patógeno  en  las 
distintas especies de bivalvos cultivados en el delta del Ebro, así como establecer 
su  prevalencia.  Complementariamente  se  analizaron  los  resultados 
correspondientes a los muestreos realizados durante el verano de 2006. 
Los muestreos realizados para las ostras y mejillones cultivadas en los polígonos, 
se  llevaron  a  cabo  en  tres  puntos  diferentes  de  cada  una  de  las  bahías:  al 
comienzo (Fangar: 40°46’723’’N, 0°43’943’’E; Els Alfacs: 40°37’112’’N, 0°37’092’’E), 
en  el  medio  (Fangar:  40°46’666’’N,  0°45’855’’E;  Els  Alfacs:  40°37’125’’N, 
0°38’570’’E), y al final (Fangar: 40°46’338’’N, 0°44’941’’E; Els Alfacs: 40°37’309’’N, 
0°39’934’’E). Mientras que las almejas fueron muestreadas de un único lugar por 













Especie  2006  2008  2009  2010 
Alfacs  Fangar  Alfacs  Fangar  Alfacs  Fangar  Alfacs  Fangar 
C. gigas  3  3  3  3  2  3  2  2 
M. galloprovincialis  2  2  3  3  3  3  2  2 
R. decussatus  1  ‐  1  ‐  1  ‐  1  ‐ 
R. philippinarum  ‐  1  ‐  1  ‐  1  ‐  1 
En  la Tabla  11  se muestran  los  tamaños de muestra  finalmente utilizados en el 
estudio. Un total de 750 y de 709 moluscos bivalvos fueron muestreados de  las 
bahías de Fangar y de Els Alfacs, respectivamente. La distribución de las distintas 
especies  de  bivalvos  que  fueron  procesadas  de  cada  una  de  las  bahías  es  la 
siguiente:  en  la  bahía  de  Fangar,  330  fueron  ostiones,  300  mejillones  y 
120 almejas. Mientras  que  en  la  bahía  de  Els  Alfacs,  283  fueron  ostiones,  306 
mejillones  y  120  almejas.  Las  desviaciones  observadas  son  debidas 
fundamentalmente a  la  insuficiente disponibilidad de ejemplares adultos en  los 
puntos de muestreo en determinadas campañas. 
Tabla 11. Tamaños de muestra recogidos distribuidos por especie, campaña y ubicación 
Especie  2006  2008  2009  2010 
Alfacs  Fangar  Alfacs  Fangar  Alfacs  Fangar  Alfacs  Fangar 
C. gigas  90  90  88  90  60  90  45  60 
M. galloprovincialis  67  60  89  90  90  90  60  60 
R. decussatus  30  ‐  30  ‐  30  ‐  30  ‐ 
R. philippinarum  ‐  30  ‐  30  ‐  30  ‐  30 
Total  187  180  207  210  180  210  135  150 
Las  muestras  de  ostras  y  de  mejillones  fueron  cosechadas  de  cuerdas 
suspendidas  en  el mar  y  ubicadas  en  tres  diferentes  unidades  de  producción, 
denominadas  bateas  o  plataformas.  Las  muestras  fueron  recogidas  de  tres 







Todos  los moluscos bivalvos  seleccionados  tenían  tamaño  comercial  y estaban 






de plástico que  se  situaron en neveras  con placas de hielo. El  transporte duró 
menos de 1 h en todas  las ocasiones  lo que garantizó que  las muestras  llegaran 





los  experimentos  diseñados  para  el  estudio  de  las  cinéticas  post‐infección  de 




de  depuración  que  se  detallará  posteriormente.  Esta  eficacia  se  determinó 
mediante  el  cálculo  del  tiempo  necesario  para  reducir  las  poblaciones  naturales 
tanto  de  vibrios  no  fermentadores  de  sacarosa  (SNFV)  (V. parahaemolyticus,  V. 
vulnificus,  V.  mimicus,  V. hollisae,  V. damsela),  como  de  vibrios  fermentadores  de 





los  resultados  obtenidos  en  el  estudio  observacional  previo,  en  el  que  se 
confirmó  que  albergaban  de  forma  natural  densidades  de  V.  parahaemolyticus 
mayores que el resto de bivalvos estudiados, lo que implica que podría existir un 
efecto  hospedador  en  los  individuos  del  género  Ruditapes,  en  relación  a  la 














sanos,  cuyo  tamaño  estuviera  próximo  a  la  talla  mínima  de  comercialización, 








reacción  los parámetros de caudal  (l/min),  temperatura  (ºC), y oxígeno disuelto 
(mg/l), y los registra automáticamente en un ordenador central. 
La depuración se  llevó a cabo en circuito abierto, por  lo que el agua saliente de 


































Antes  de  empezar  con  los  experimentos  y  para  comprobar  la  eficacia  del 




TCBS,  no  encontrándose  crecimiento  después  de  48  h.  Este  proceso  de 
evaluación  de  la  calidad  del  sistema  fue  llevado  a  cabo  semanalmente  para 
comprobar  la  eficacia  de  desinfección  del  sistema,  y  evitar  de  esa  forma  la 





Se  utilizaron  dos  cepas  de  V.  parahaemolyticus  que  procedían  del  muestreo 
correspondiente a  la campaña de vigilancia epidemiológica  llevada a cabo en el 
verano del 2006 (Roque et al., 2009). La cepa i747 fue aislada de mejillón, carece 







la  hemolisina  termolábil  (tlh)  y  a  nivel  de  factores  de  virulencia  por  la 
amplificación  del  gen  de  la  hemolisina  directa  termoestable  (tdh)  y  de  la 
hemolisina relacionada con la hemolisina directa termoestable (trh).  




Complementariamente  se  realizaron  pruebas  bioquímicas  de  identificación 
mediante el sistema API 20E (BioMérieux, Marcy‐l’Etoile, Francia) que dieron un 
resultado  positivo  para  la  identificación  de  V.  parahaemolyticus  con  una 
probabilidad de 99,9%, en el caso de la cepa i747 (4146107), y 99,5%, en el caso de 
la cepa i678 (4326106).  





suave  (Excella  E24  Incubator  skaker  series,  New  Brunswick  Scientific,  New 
Jersey, EE.UU.). Posteriormente, el caldo de cultivo resultante fue transferido en 














2),  agar  TCBS  y  CHROMagar  Vibrio  (Biomerieux,  Paris,  Francia).  Las  placas 
sembradas fueron incubadas a 28ºC (TSA‐2 y TCBS) y a 37ºC (CHROMagar Vibrio) 





área  de  cultivo  en  la  bahía  de  Fangar:  120  individuos  en  primavera  y  62  en 
verano.  La  talla  de  los  individuos  fue  de  34,4  ±  2,8  mm  en  primavera  y 
39,9 ± 1,0 mm en verano. 
Con el fin de determinar si  la temperatura del agua tenía alguna  influencia en  la 




En  cada  caso,  las  almejas  fueron  divididas  en  dos  bandejas  y  se  analizaron 
microbiológicamente  un  total  de  12  almejas  por  día,  en  el  experimento  de 
primavera, a tiempos de muestreo: 0, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 192, y 216 h, y 
9 almejas por día, en el experimento de verano, a tiempos de muestreo: 0, 24, 







Se  llevaron  a  cabo  varios  estudios  para  conocer  la  incorporación  de 




almejas  del  género  Ruditapes.  Para  ello,  se  seleccionaron  un  total  de 
569 almejas de la especie R. decussatus y 564 R. philippinarum.  
La distribución en los distintos grupos experimentales para R. decussatus fue la 
siguiente:  255  almejas  control  (almejas no expuestas  a V. parahaemolyticus), 
123  y  191  almejas expuestas  a V. parahaemolyticus patógeno  y no patógeno, 
respectivamente. Mientras que para R. philippinarum fue: 285 almejas control 
(almejas no expuestas a V. parahaemolyticus),  123  y  156 almejas expuestas a 
V. parahaemolyticus patógeno y no patógeno, respectivamente. 
Antes  de  comenzar  con  el  estudio  de  la  evolución  de  ambas  cepas  de 
V. parahaemolyticus,  las  almejas  fueron  depuradas  siguiendo  el  protocolo 
previamente evaluado en la presente Tesis Doctoral (Lopez‐Joven et al., 2011a).  
Una  vez  comprobado  que  las  almejas  estaban  libres  de  SNFV,  éstas  fueron 
situadas en los tanques de experimentación, conteniendo 330‐350 ml de agua 
marina depurada por almeja, provistas de aireadores y sin renovación de agua. 
Estos  estudios  se  realizaron  a  temperatura  ambiente,  manteniéndose  la 
temperatura del agua entre 16 y 18ºC. 
Los experimentos de  incorporación de V. parahaemolyticus  se  realizaron por 
separado para cada especie de almejas y para cada una de  las dos cepas de 
V. parahaemolyticus,  pero  también  se  llevaron  a  cabo  en  condiciones  de 
cohabitación de ambas especies de almejas, utilizando la cepa no patógena de 
V. parahaemolyticus.  La  inoculación  experimental  de  ambas  cepas  de 
V. parahaemolyticus  (patógena  y  no  patógena)  se  llevó  a  cabo  con  una  carga 
inicial bacteriana alta comprendida en el rango situado entre 6,50 ± 0,19 a 8,63 ± 
0,90 log ufc/almeja (excepto en el estudio de cohabitación dónde la carga inicial 







Un  total de 352 almejas de  la especie R. philippinarum  fueron seleccionadas: 
144 como almejas control (almejas no expuestas a V. parahaemolyticus), 103 y 








temperatura  (4,  15  y  28ºC)  y V. parahaemolyticus  (patógeno, no patógeno,  y 
control  negativo),  de  forma  que  finalmente  nueve  grupos  experimentales 
fueron estudiados en un experimento factorial completo. 
Antes  del  almacenamiento,  estos  bivalvos  fueron  depurados  siguiendo  el 
protocolo  de  Lopez‐Joven  et  al.  (2011a),  y  una  vez  que  se  verificó  que  las 




0,32  log ufc/ml,  respectivamente. La  inoculación  se  realizó por  separado  (es 
decir, en distintas unidades de experimentación). Como en  los experimentos 
anteriores el  inóculo bacteriano  fue administrado a  las almejas  junto con  105 
células/ml  de  fitoplancton  axénico  (Isochrysis  galbana  variedad  tahitiana) 
(Pérez Camacho et al., 2002). Las almejas permanecieron en el tanque durante 
24 h, hasta alcanzar los niveles máximos de incorporación bacteriana, según se 




con  las  almejas  del  lote  control  fueron  divididos  en  tres  grupos  iguales  y 
situados en diferentes bandejas expuestas al aire. Una bandeja de cada grupo 
(una con almejas expuestas a V. parahaemolyticus patógeno, otra con almejas 
expuestas  a  V. parahaemolyticus  no  patógeno  y  otra  bandeja  con  almejas 
control) fue situada a cada una de las temperaturas ambientales establecidas: 
4, 15 y 28ºC.  
A  partir  de  ese momento,  se  tomó  una muestra  de  cada  uno  de  los  nueve 
grupos  formados  para  el  almacenamiento:  grupo  inoculado  con 
V. parahaemolyticus patógeno (n=6 almejas), V. parahaemolyticus no patógeno 
(n=8 almejas), y el grupo control (n=11 almejas) fue analizada a tiempo 0, 24, 
48,  72  y 96 h. Así,  se estimó  la  concentración de V. parahaemolyticus en  las 
almejas cada 24 h durante un almacenaje que duró 4 días. El experimento fue 
realizado por duplicado, y se complementó con un experimento adicional para 














utilizando un  cuchillo previamente esterilizado  con  alcohol  y  luego expuesto  a 
una  llama.  Tanto  el  líquido  intervalvar  como  la  carne,  fueron  situados 
conjuntamente en viales estériles que contenían 10 ml de SSS, y fueron pesadas 
en la balanza de precisión (descontado el peso del vial con SSS), para determinar 
su  peso.  Posteriormente  los  tejidos  recogidos  fueron  macerados  y 
homogeneizados durante 30 s usando ultraturrax (IKA, T25 basic). 
6.3.2. Recuento bacteriológico 
El aislamiento  inicial de  las cepas de V. parahaemolyticus se  llevó a cabo a partir 
de 1 ml del macerado del bivalvo enriquecido en 9 ml de agua de peptona alcalina 
(APW) (Scharlau Chemie S.A., Barcelona, España), durante 6 h a 37ºC y sembrado 
posteriormente  por  agotamiento  utilizando  un  asa  de  siembra  en  placas  de 
CHROMagar  vibrio  (CHROMagar,  Francia),  que  se  incubaron  durante  18‐20  h  a 






de  las muestras que  fueron sembradas en agar TCBS  (Oxoid, Hampshire, Reino 
Unido)  (Kobayashi  et  al.,  1963),  e  incubadas  a  28ºC  durante  20‐24  h. Una  vez 
transcurrido  ese  tiempo,  las  colonias  en  las  placas  de  TCBS  fueron  contadas 
manualmente,  para  calcular  la  densidad  de  las  células  viables  en  la  muestra 
(ufc/g),  considerando  que  los  vibrios  no  fermentadores  de  la  sacarosa  (SNFV) 
producen  colonias  verdes, mientras  que  los  que  son  capaces  de  fermentar  la 
sacarosa  forman  colonias  amarillas.  Las  colonias  formadas  por  SNFV  son 
distinguibles de otras colonias pertenecientes a bacterias de otros géneros, por 
el  tamaño  y  por  el  color,  lo  que  permitió  la  clasificación  de  las  colonias  de 
V. parahaemolyticus  (Hara‐Kudo  et  al.,  2001).  Todos  los  resultados  son 










sometidas  a  una  batería  de  pruebas  fisiológicas  y  bioquímicas  (Alsina  y  Blanch, 
1994; Farmer 3rd y Hickman‐Brenner, 2006).  
La  movilidad  celular  se  determinó  mediante  observación  en  fresco  al 
microscopio a partir de una suspensión en SSS. La morfología se observó tras la 
realización  de  una  tinción  Gram.  La  prueba  de  la  oxidasa  se  llevó  a  cabo 
siguiendo el método Kovacs (1956).  
Para  estudiar  la  tolerancia  a  la  sal  en  relación  al  crecimiento  de  estas  cepas 
bacterianas se utilizó TSA suplementado con diferentes concentraciones de NaCl 
(2 y 8%). Las placas se incubaron a una temperatura de 24 ± 1ºC, durante 24‐48 h.  
Para  estudiar  la  tolerancia  a  la  temperatura  se  estableció  un  rango  de 
temperaturas  (4,  37  y  42ºC)  de  crecimiento  de  las  bacterias  en  placas  TSA. 
También  se  determinó  la  sensibilidad  al  agente  vibriostático  O/129  a  150  µg 
empleando el método de difusión en agar Müeler‐Hinton (Oxoid) con NaCl al 1%. 







En  primer  lugar  para  llevar  a  cabo  el  diagnóstico  molecular  y  confirmar  la 
identidad  de  las  cepas  empleadas  se  extrajo  el  DNA  utilizando  el  kit  de 
purificación Wizard para la purificación del DNA genómico (Promega, Wisconsin, 
EE.UU.), siguiendo  las  instrucciones del  fabricante. Posteriormente, se ajustó  la 
concentración de DNA a 50 ng/µl y se comenzaron a realizar las PCR de un paso. 
Se  comenzó  con  el  análisis  de  los  genes  tlh  o  toxR  (marcador  de  especie),  y 
después  las cepas positivas aisladas  fueron analizadas para  los genes tdh y trh. 
Para  la  identificación/confirmación se usaron  los cebadores descritos por Bej et 
al.  (1999)  con  ligeras  modificaciones  de  la  técnica  según  las  siguientes 
condiciones  de  amplificación  en  el  termociclador  (Eppendorf  Mastercycler 
Personal,  Eppendorff AG, Hamburg, Alemania):  desnaturalización  inicial  a  95°C 








En  los estudios  realizados en el  IRTA‐SCR  los dos controles positivos  tlh  fueron 
tdh+  CAIM  1400,  y  trh+  CAIM  1772  (Collection  of  Aquatic  Important 
Microorganisms), mientras que en  los estudios realizados en el Istituto Superior 
de Sanità de Roma  se utilizaron  las cepas  thd+ ATCC 43996 y  trh+ ATCC  17802 
(American Type Culture Collection).  
Los productos  resultantes de  la amplificación  fueron visualizados en un gel de 
agarosa al 2%, teñido con bromuro de etidio.  
6.3.5. Hibridación de colonias 
Con  el  fin  de  confirmar  la  identificación  molecular  de  las  cepas  por  sus 
características patogénicas se realizó una hibridación de colonias. 
Para  ello  se  diseñaron  sondas  marcadas  de  digoxigenina  basadas  en  las 
secuencias  de  los  genes  toxR,  tdh,  trh1  y  trh2.  Las  cepas  bacterianas  se 
sembraron  en  placas  de  TSA‐2  (Oxoid,  Hampshire,  Reino  Unido)  y  fueron 
incubados al menos 12 h a 37ºC. La preparación de los filtros a partir de las placas 
y  la  detección  colorimétrica  en  NBT‐BCIP  (nitroazul  de  tetrazolio  y  





En primer  lugar se purificaron  los productos de  la PCR positivos para tdh y trh, 
con el kit de purificación QIAquick PCR (Qiagen, California, EE.UU.) siguiendo las 
instrucciones  del  fabricante,  y  a  continuación  se  enviaron  a  secuenciar 
bidireccionalmente  a  Macrogen  Inc.  (Tokio,  Japón).  Las  secuencias  fueron 
alineadas  utilizando  BioEdit  (Hall,  1999)  y  analizadas  utilizando  el  programa 
BLAST (National Center for Biotechnology Information). 
A  continuación  las  cepas  aisladas  fueron  caracterizadas  (fingerprint)  utilizando 
una PCR repetitiva extragénica palindrómica (rep‐PCR) (Cabanillas‐Beltrán et al., 
2006),  y  los  patrones  de  bandas  electroforéticas  fueron  analizados  con  el 
programa GelCompar II 4.5 (Applied Maths, Bélgica). La matriz de similaridad fue 
calculada  utilizando  el  coeficiente  Jaccard  con  una  tolerancia  del  0,8%,  y  el 
dendograma se construyó con el algoritmo Ward.  







y  tras  el  crecimiento  se  conformaron  unos  bloques  de  parafina  que  fueron 
resuspendidos en un tampón de lisis con proteinasa K e incubados 1 h a 50ºC con 
agitación  constante.  Tras  la  lisis  se  realizaron  dos  lavados  con  agua 
pentadestilada y cinco  lavados de 10 min con 15 ml de tampón Tris‐EDTA a 50ºC. 
A continuación  se  realizó  durante  12  h  a  37ºC  una  digestión  del  DNA  con  la 
endonucleasa de restricción Notl (Fermentas, Alemania) utilizando 25 U/bloque. 
Como  marcador  de  peso  molecular  se  utilizó  la  cepa  H9812  del  serovar 
Braenderup de Salmonella entérica digerida 12 h a 37ºC con la enzima Xbal. 
Los  bloques  obtenidos  fueron  embebidos  en  gel  de  agarosa  al  1%  y  los 
fragmentos  de  restricción  fueron  analizados  por  PFGE  con  CHEF  II  Mapper 
system  (Bio‐Rad  Laboratories, California, EE.UU.) en 0,5x  Tris‐borato‐EDTA  con 
tiourea  300  µM  y  las  siguientes  condiciones:  6  V/cm  durante  18  h  a  14°C,  con 
pulsos de 2 a 40 s y velocidades de bombeo de 0,7  l/min. Los geles resultantes 
fueron  teñidos  con  bromuro  de  etidio  durante  25  min,  aclarados  en  agua 
destilada durante 45 min y fotografiados bajo luz UV.  
Los  patrones  de  restricción  obtenidos  fueron  analizados  con  el  programa 
BioNumerics  4.0  (Applied  Maths,  Bélgica).  El  agrupamiento  fue  realizado 







Para ello se  realizaron pruebas de sensibilidad  in vitro a  los siguientes antibióticos 
según  el  test de discos de difusión  realizado por duplicado  (Roque  et  al.,  2009): 
gentamicina  (10  µg),  ácido  oxolínico  (10  µg),  amoxicilina  (25  µg),  polimixina B 
(300 UI),  vancomicina  (30  µg),  trimetoprim‐sulfametoxazol  (1,25/23,75  µg), 
nitrofurantoína (300 µg), doxiciclina (30 µg), ceftazidima (30 µg), estreptomicina (10 













En  primer  lugar  se  realizó  en  todos  los  estudios  una  descripción  de  los  datos 
obtenidos,  usando  la  media  y  la  desviación  estándar  para  variables  cuantitativas, 
como la longitud y el peso, mientras que las variables cualitativas, como el estado de 
depuración y  la especie,  fueron descritas usando  frecuencias  relativas. En  los casos 
que se consideró oportuno se realizaron dichas descripciones de forma estratificada. 
Antes  de  analizar  estadísticamente  las  variables  cuantitativas  se  verificó  su 
homoscedasticidad,  y  por  lo  tanto  su  distribución  normal,  mediante  el  test  de 




ANOVA  para  más  de  dos  medias,  y  el  test  post‐hoc  de  Duncan,  para  evaluar  la 
diferencia entre  las medias. Cuando  las variables no  fueron normales,  se aplicó  la 
prueba  de  Mann‐Whitney  para  la  comparación  de  dos  medias,  y  la  prueba  de 
Kruskal‐Wallis para la comparación de más de dos medias. 
La asociación entre dos variables cuantitativas (por ejemplo, la predicción del tiempo 
de  depuración  tanto  para  SNFV  como  para  SFV)  fue  evaluada mediante  regresión 
lineal, usando el coeficiente de determinación (r2) para estimar su valor predictivo.  
En  el  caso  del  análisis  de  dos  variables  cualitativas,  la  comparación  de  las 
frecuencias  fue  llevada  a  cabo  usando  la  prueba  Chi‐cuadrado  de  Pearson  (o 
alternativamente, la prueba Likelihood Ratio o la prueba exacta de Fisher cuando la 
prueba Chi‐cuadrado no fue válida).  
En  algunos  casos  se  realizó un  análisis multivariante mediante  regresión  logística 
binaria,  específicamente  para  determinar  si  la  presencia  o  ausencia  de 































Detección  e  identificación  de  cepas  de  Vibrio  parahaemolyticus  tdh  y  trh 
positivas  en  cuatro  especies  de  moluscos  bivalvos  cultivados  en  la  costa 
mediterránea española 
 
En este estudio  se presentan  los primeros datos publicados que describen  la 
detección  de  cepas  potencialmente  patógenas  de  Vibrio  parahaemolyticus 
aisladas de bivalvos cultivados en la costa del mediterráneo, y se proporcionan 
datos sobre la presencia de cepas aisladas tdh y trh positivas. Se aislaron cepas 



























Vibrio  parahaemolyticus  in  bivalve  molluscs  from  the  Spanish  Mediterranean 










de V. parahaemolyticus  en  el medio  ambiente,  se  realizó un  estudio  sobre  la 
prevalencia de esta variante (tdh+ y/o trh+) frente a  la variante no patogénica 





de  muestreo,  del  año,  y  de  las  especies  de  bivalvos.  De  hecho, 
Ruditapes decussatus  fue el hospedador/reservorio principal de este patógeno 
en  los  dos  ambientes  muestreados.  La  variante  patogénica  de 
V. parahaemolyticus  fue  detectada  en  el  3,8%  de  las  muestras  (56/1459),  es 
decir,  la  proporción  de  bivalvos  contaminados  por  V.  parahaemolyticus 
patogénicos  fue de  27,1%. Además,  la presencia de  la  variante patogénica de 




virulencia  son  más  sensibles  a  la  salinidad.  Sin  embargo,  esta  es  una 
observación,  y  hasta  nuestro  conocimiento,  ningún  estudio  publicado  ha 
contrastado este hecho. En cualquier caso, estos resultados podrían explicar el 
bajo  número  de  casos  de  enfermedades  gastrointestinales  en  esta  área. 






























































































































Suffredini  E,  Lopez‐Joven  C,  Maddalena  L,  Croci  L,  Roque  A.  Pulsed‐Field  Gel 
Electrophoresis  and  PCR  characterization  of  environmental  Vibrio 





















































Los  tratamientos  efectivos  en  la  fase  de  post‐cosecha  que  permitan  eliminar 
vibrios patogénicos son una medida  importante para reducir el riesgo asociado 
con el consumo de pescados y mariscos. En el presente estudio se examinó si las 




almejas  fueron  colocadas  en  tanques  y  depuradas  utilizando  un  sistema  de 
depuración en circuito abierto y con agua de mar provisto de filtros de cartucho 
y de luz ultravioleta. Las almejas se muestrearon diariamente (durante 9 días) y 
se  procesaron  de  forma  individual,  sembrándolas  en  placas  de  agar  de 
Tiosulfato‐Citrato‐Sales  Biliares‐Sacarosa  (TCBS)  para  estimar  la  densidad  de 
SNFV y de SFV por individuo.  
Los  resultados  para  SNFV  y  SFV  mostraron  que  la  depuración  fue  menos 
efectiva en verano que en primavera, a pesar de que el nivel inicial de SNFV fue 
más bajo en el experimento de verano, lo que implica que la tasa de eliminación 
de  los SNFV  fue menos eficaz  con un  22,2% de  las  almejas  contaminadas por 
SNFV  el día 8  y  sin  cambios  significativos  en  el día 9. Cuando  se  comparó  la 
proporción diaria de SNFV y SFV en la primavera, se observó que los SFV fueron 
más  frecuentes que  los SNFV en  los días 8 y 9. Y en verano estas diferencias 
fueron significativas entre  los días 7 y 9. El presente estudio demostró que  los 































Lopez‐Joven C, de Blas  I, Ruiz‐Zarzuela  I,  Furones MD, Roque A.  Experimental 
uptake and retention of pathogenic and nonpathogenic Vibrio parahaemolyticus 






no  patógeno  en  dos  especies  de  almejas:  Ruditapes  decussatus  y 
Ruditapes philippinarum 
 
Objetivos:  Describir  la  incorporación  y  retención  de  Vibrio  parahaemolyticus 
patógeno y no patógeno en Ruditapes decussatus y Ruditapes philippinarum. 
Métodos  y  Resultados:  Ruditapes  decussatus  acumula  concentraciones 
mayores  de  Vibrio  parahaemolyticus  patógeno  y  no  patógeno  que 
R. philippinarum.  Y  además,  estas  concentraciones  disminuyeron  antes. 
Vibrio parahaemolyticus  no  patógeno  alcanzó  concentraciones  más  altas 
(aproximadamente  1  log UFC  g‐1  en  R.  decussatus  y más  de  1  log UFC  g‐1  en 





Conclusiones:  Ruditapes  decussatus  incorporó  las  dos  cepas  de 
V. parahaemolyticus más rápido que R. philippinarum y también, los eliminó antes. 
En  las mismas  condiciones,  V. parahaemolyticus  no patógeno  podría  sobrevivir 
mejor que V. parahaemolyticus patógeno dentro de ambas especies de almeja. 
Importancia  e  Impacto  del  estudio:  Vibrio  parahaemolyticus  patógeno  es  un 
importante  agente  causal  de  intoxicaciones  alimentarias.  Este  estudio 
demuestra que es posible utilizar V. parahaemolyticus no patógeno para llevar a 

























































of  nonpathogenic  Vibrio  parahaemolyticus  in  a  cohabitating  population  of 





Evolución  de  Vibrio  parahaemolyticus  no  patógeno  en  una  población  de  dos 














del  agua,  se  observaron  niveles  altos  y  estables  de  V.  parahaemolyticus  en 
almejas  cultivadas  después  de  la  exposición.  Por  ello,  los  cambios  en  los 
parámetros  físicos  deben  ser  tenidos  en  cuenta  para  diseñar  programas  de 
vigilancia en  los bivalvos, y el muestreo debería centrarse en  las especies que 

















































































Lopez‐Joven  C,  de  Blas  I,  Ruiz‐Zarzuela  I,  Furones  MD,  Roque  A.  Effect  of 
different  temperatures  on  the  growth  and  survival  of  pathogenic  and 









Vibrio  parahaemolyticus  patógeno  es  un  importante  agente  causal  de 
enfermedades  transmitidas  por  alimentos  y,  los  moluscos  después  de  la 
cosecha mantenidos  a  temperaturas  inadecuadas pueden  contener una  gran 
densidad  de  Vibrio  parahaemolyticus  tanto  patogénicos  y  no  patogénicos.  El 
objetivo de este estudio fue determinar si había alguna diferencia en los niveles 
de  Vibrio  parahaemolyticus  patógeno  y  no  patógeno  en  almejas  japonesas 
(Ruditapes  philippinarum)  cuando  éstas  son  almacenadas  a  temperaturas 
diferentes  de  post‐cosecha.  Las  almejas  fueron  depuradas  previamente  y 
expuestas  a  dosis  conocidas  de  Vibrio  parahaemolyticus  patógeno  y  no 
patógeno.  Posteriormente,  el  almacenamiento  en  la  fase  de  postcosecha  se 
llevó  a  cabo  a  28ºC,  15ºC  y  4ºC,  temperaturas  que  se  corresponden  a 
temperaturas  del  verano  (28ºC)  y  del  invierno  (15ºC)  mediterráneo  y, 
temperaturas de refrigeración (4ºC). Las densidades de Vibrio parahaemolyticus 
patógeno y no patógeno fueron determinadas después de 0, 24, 48, 72 y 96 h 
de  almacenamiento  en postcosecha. Ambas  cepas de V. parahaemolyticus  se 
multiplicaron rápidamente en  las almejas vivas mantenidas a 28ºC, mostrando 
un  incremento  de  por  lo  menos  3 logs  ufc/g  en  72  h,  en  ambas  cepas 
bacterianas. Vibrio parahaemolyticus no patógeno  almacenado  a  4ºC  y  a  15ºC 
mostró una disminución de  1  log ufc/g  y  2 ufc/g  a  las 96 h,  respectivamente, 
mientras  que  no  se  detectaron  diferencias  significativas  para 













































































































la  costa  mediterránea.  Su  detección  e  identificación,  así  como  el  estudio  de  su 
prevalencia y su distribución espacial y temporal en moluscos bivalvos cultivados en 
cada  una  de  las  bahías,  y  la  asociación  con  dos  parámetros  ambientales 
(temperatura  y  salinidad),  proporcionan  nuevos  conocimientos  para  afrontar  la 
realización  de  futuros  análisis  de  riesgo  que  se  lleven  a  cabo  en  Europa.  Esta 
información podrá usarse en el caso de que sea necesario modificar  la  legislación 
vigente en materia de seguridad alimentaria, y más, teniendo en cuenta que hasta el 
momento  y  debido  a  su  bajo  impacto  en  Europa  no  ha  sido  incluido  en  los 
programas  europeos  de  vigilancia  epidemiológica  (European  Network  for 
Epidemiological  Surveillance  and  Control  of  Communicable  Diseases) 
(SANCO/4198/2001, revision 21, Draft of Commission Regulation on Microbial Criteria 
for  Foodstuffs,  European  Community),  y  que  no  está  incorporado  en  la  Directiva 
Europea  91/492/CEE,  aplicable  a  las  condiciones  de  producción  y  comercio  de 
moluscos bivalvos vivos. 
En  los  últimos  60  años  se  han  publicado  numerosos  estudios  sobre 
V. parahaemolyticus por  su  carácter patogénico  y  su  amplia distribución geográfica 
(Amirmozafari et al., 2005; Johnson et al., 2010; Julie et al., 2010; Sobrinho et al., 2010), 
con  impacto  variable,  siendo  EE.UU.,  Chile  y  Japón  algunos  de  los  países  más 
castigados. Sin embargo todavía es necesario realizar más estudios en el continente 
europeo, que permitan evaluar el  riesgo de que este patógeno  se  convierta en un 
problema  sanitario  emergente  (Hervio‐Heath  et  al.,  2002;  Bauer  et  al.,  2006).  Por 
todo  ello,  la  información  ofrecida  en  esta  Tesis  Doctoral,  junto  con  los  datos 
publicados en  los últimos años y  relacionados  tanto con  la detección como con  la 








establecer una  reglamentación adecuada para que  los productos de  la acuicultura 
sean convenientemente revisados y no desencadenen un problema de Salud Pública 
al infravalorar el riesgo de esta enfermedad.  
En este  contexto, y  teniendo en  cuenta que  la  información de  la que  se disponía 
sobre  la  presencia  de  vibrios,  y  más  concretamente  V.  parahaemolyticus 
potencialmente patógeno para humanos y asociado a bivalvos en el delta del Ebro 
había  sido  prácticamente  nula  (Montilla  et  al.,  1994),  el  hallazgo  de  variantes 
potencialmente  patógenicas  de  V.  parahaemolyticus  (variantes  tdh+  y/o  trh+)  en 
moluscos  cultivados en  las bahías del delta del Ebro, en  los estudios que  forman 
parte  de  esta  Tesis,  es  sumamente  relevante,  ya  que  confirman  la  presencia  de 
cepas bacterianas  localizadas en el medio ambiente y en  los mariscos, por  lo que 
representan  un  riesgo  para  la  salud  humana.  Por  ello  estos  datos  aportan  más 
información para la realización de un análisis de riesgo en términos de Salud Pública, 
teniendo  en  cuenta  que  estas  bahías  están  englobadas  en  una  región  con  una 




La diseminación de  la nueva  cepa del  serotipo O3:K6  (Arakawa  et  al.,  1999)  y de 
otros  ribogrupos  asociados  con  el  clon  pandémico  en  cuatro  continentes:  Asia 
(Okuda  et  al.,  1997b;  Matsumoto  et  al.,  2000;  Vuddhakul  et  al.,  2000),  América 
(Cordova et al., 2002; Gonzalez‐Escalona et al., 2005; McLaughlin et al., 2005), África 





serotipo  pandémico  O3:K6,  pero  al  igual  que  en  otros  estudios  las  cepas  de 
V. parahaemolyticus presentaron una alta variabilidad serológica y algunas de ellas 
no pudieron ser tipificadas totalmente o en parte (Lleo et al., 2010). Sin embargo, sí 
que  se  detectó  la  presencia  de  una  serovariante  relacionada  (O1:KUT)  con  el 
serotipo de la cepa pandémica (O3:K6), incluida dentro del grupo pandémico, lo que 
amplía  la  información existente a nivel europeo, y ofrece nuevos argumentos para 
modificar  la  legislación  europea  actual  e  incluir  las  especies  del  género  Vibrio 
patógenas para el hombre, como V. parahaemolyticus, dentro de  los programas de 






serovariantes,  O4:KUT  y  O5:KUT,  que  según  un  estudio  reciente  de  Meador  y 
colaboradores (2007) podrían ampliar el grupo pandémico.  
Otro aspecto que en  los últimos años ha  cobrado una gran  importancia desde el 
punto de vista epidemiológico son  las relaciones taxonómicas mediante el estudio 
de marcadores de patogenicidad de V. parahaemolyticus  (genes  tdh  y/o  trh)  y de 
perfiles genéticos en cepas aisladas en diferentes orígenes, ya que pueden aportar 
datos clave para comprender la procedencia, la diseminación y la evolución de este 
patógeno  en  diferentes  territorios  y/o  especies  (Martinez‐Urtaza  et  al.,  2004).  La 
comparación  de  cepas  aisladas  en  las  bahías  del  delta  del  Ebro,  con  otras 
procedentes de diversos países europeos y con diferentes orígenes  (agua, peces, 
moluscos, personas enfermas…) mediante  la  caracterización de  los perfiles PFGE 





se  observó  una  alta  hetereogeneidad  genética,  ya  que  las  cepas  de 
V. parahaemolyticus  aisladas en el delta del Ebro  se ubicaron en diez de  los once 
clusters o agrupaciones  identificados, así como  la persistencia de estas cepas a  lo 
largo del  tiempo  (ya que  se aislaron en distintas  campañas estivales). Este hecho 
podría  explicarse  por  la  transferencia  horizontal  de  material  genético,  como 
apuntan otros autores (Dryselius et al., 2007). 
En  concordancia  con  otros  estudios  se  observó  que  V.  parahaemolyticus  no  se 
encontraba  uniformemente  distribuido  a  lo  largo  de  las  dos  bahías  del  delta  del 
Ebro,  lo  que  podría  estar  condicionado  por  diversos  factores  (Hsieh  et  al.,  2008; 
Johnson  et  al.,  2010;  Julie  et  al.,  2010;  Sobrinho  et  al.,  2010).  Existe  un  acuerdo 




estudio  de  la  distribución  espacial  de  V. parahaemolyticus  en  el  delta  del  Ebro 
(Lopez‐Joven et al., enviado a  ISME  Journal: Multidisciplinary  Journal of Microbial 
Ecology),  la  salinidad  también  puede  desempeñar  un  papel  primordial  en  la 
probabilidad  de  detectar  tanto  las  cepas  no  patogénicas  de  V. parahaemolyticus, 
como  las  patogénicas,  y  concretamente  aquellas  que  portaban  el  gen  trh. 
Concretamente se observó una asociación positiva de la salinidad con la prevalencia 
de V. parahaemolyticus totales (tlh+) (incrementándose el riesgo 1,27 veces por cada 
unidad  de  ppt  que  aumentara  la  salinidad)  y  una  asociación  negativa  cuando  se 







entre  las  cepas  de  V.  parahamolyticus,  implicando  a  la  salinidad  como  un  factor 
ambiental  condicionante  que  podría  influir  en  la  variante  patogénica  de 
V. parahaemolyticus  (trh+),  que  podría  tener  una mayor  susceptibilidad  a  valores 
altos  de  salinidad.  Esta  hipótesis  ha  sido  contrastada  en  otro  estudio  reciente 
llevado a cabo en Galicia (Rodriguez‐Castro et al., 2010). 
Así  mismo,  las  diferencias  significativas  encontradas  en  relación  a  la  especie  de 
molusco  revelan que  las almejas del género Ruditapes presentan mayor  riesgo de 
estar contaminadas por V. parahaemolyticus que el resto de las especies de bivalvos 
cultivados  en  estas  bahías.  Sin  embargo,  llegados  a  este  punto  no  se  puede 
asegurar con certeza si las almejas del género Ruditapes presentan mayor riesgo por 
ser más  receptivas  y  existir  por  lo  tanto  un  posible  efecto  hospedador,  o  por  el 
sistema de cultivo que se lleva a cabo en las bahías del delta del Ebro (enterradas en 
la  arena).  Por  este motivo,  sería  conveniente  realizar  estudios  de  campo  donde 
todas las especies de moluscos bivalvos fueran cultivadas en las mismas condiciones 
para  descartar  el  sistema  de  cultivo  como  una  variable  a  tener  en  cuenta.  En 
cualquier caso, si en las condiciones actuales hubiera que llevar a cabo una vigilancia 
epidemiológica en estas bahías, y teniendo en cuenta el sistema de cultivo: ostión y 
mejillón  (en  cuerdas)  y  almejas  (enterradas  en  la  arena),  preliminarmente  se 
recomendaría  la selección de muestras de almejas del género Ruditapes, siempre y 
cuando los resultados se apliquen a estas bahías o a estas condiciones de cultivo.  
Para  finalizar,  es  necesario  indicar  que  la  ausencia  de  un  programa  de  vigilancia 
activo sobre estos patógenos, y concretamente sobre  las variantes patogénicas de 
V. parahaemolyticus debería ser un motivo de preocupación en el ámbito de la Salud 
Pública.  Además,  no  hay  que  olvidar  que  los  factores  de  riesgo  asociados  a  la 




potencialmente  a  las  bacterias  de  los  bivalvos  a  sus  residuos  todavía  activos,  y 
causando una presión de selección hacia bacterias resistentes (Smith et al., 2000). 
La descripción del perfil de  resistencia  a determinados  antibióticos  (Roque  et  al., 
2009) en el período de muestreo de 2006 al 2008 para esta área, ha abierto una 
nueva ventana al conocimiento de este campo en particular.  
8.2.  Caracterización  experimental  de  la  dinámica  de  infección  de 
V. parahaemolyticus en almejas 
Para  complementar  y  cumplimentar  la  información  obtenida  en  los  estudios  de 




controladas.  Para  ello,  se  diseñó  un  modelo  experimental  que  permitiera  la 
obtención  de  información  precisa  sobre  las  cinéticas  de  dos  variantes  de 
V. parahaemolyticus  (una  variante  patogénica  y  una  variante  no  patogénica)  en 
Ruditapes  spp,  tanto  en  el  medio  acuático  por  contaminación  in  vivo  en 
R. decussatus  y R.  philippinarum por baño,  como durante  la  fase de post‐cosecha 
(previa contaminación por baño) a diferentes temperaturas del aire.  
La  necesidad  de  conocer  estos  datos  sobre  la  cinética  de  estas  bacterias  se 
encontraba entre  los puntos que  fueron discutidos en  la reunión de expertos que 
convocó el Comité Conjunto de Expertos de FAO/OMS sobre Evaluación de Riesgos 
Microbiológicos  (FAO/WHO  Joint  Expert  Committee  on  Microbiological  Risk 
Assessment‐JEMRA),  previa  petición  del  Comité  del  Codex  sobre  Higiene  de  los 
Alimentos, en septiembre del 2010. 
En primer  lugar, con el fin de realizar  la  incorporación bacteriana bajo condiciones 
ambientales controladas y con dosis  inoculadas conocidas,  fue necesario disponer 
de  bivalvos  libres  de  vibrios  no  fermentadores  de  sacarosa  (entre  los  que  se 
encuentra V. parahaemolyticus) para poder asegurar que las cinéticas estudiadas se 
debían  a  la  variante  inoculada  en  el  baño  y  no  a  las  poblaciones  naturales  que 
contenían previamente los bivalvos en estudio. 
Para  ello,  se  abordó  con  éxito  la  evaluación  de  la  eficacia  de  un  protocolo 
experimental de depuración para almejas del género Ruditapes, ya que a priori eran 
las  especies  que  habían  presentado  de  forma  general  una  mayor  prevalencia  y 
concentración de V. parahaemolyticus en  los estudios observacionales previos. Sin 
embargo, el hecho de eliminar las poblaciones tanto de vibrios no fermentadores de 
sacarosa  (SNFV)  (entre  los  que  se  incluye  V.  parahaemolyticus),  como  de  vibrios 
fermentadores  de  sacarosa  (SFV)  de  manera  diferente  plantea  diversos 
interrogantes  que  afectan  al  comportamiento  de  estas  especies  de  vibrios 
agrupadas por  su  capacidad de  fermentar o no  la  sacarosa. En  cualquier  caso,  la 
mayor  tasa de eliminación de  la carga natural de SNFV con  respecto a SFV de  los 
tejidos  de  R.  philippinarum,  e  independientemente  de  la  temperatura  del  agua, 




enfermedades  gastrointestinales  como  son  V.  parahaemolyticus,  V.  hollisae, 
V. mimicus y V. vulnificus, siempre y cuando las especies hospedadoras, en este caso 
moluscos bivalvos, estén convenientemente depuradas.  
Además  este  estudio  puso  de  manifiesto  que  a  medida  que  aumentaba  la 
temperatura del medio,  las almejas  tardaban más  tiempo en depurarse  (tanto de 












hace  unos  años,  el  proceso  de  depuración  es  efectivo  para  la  eliminación  de  las 
bacterias  fecales  como  E.  coli  (Ekanem  y  Adegoke,  1995),  y  Salmonella  spp.  (de 
Abreu  Corrêa  et  al.,  2007),  que  están  incluidos  como  indicadores  de  la 
contaminación  fecal en el  reglamento Europeo  (Comisión Europea, 2004a, 2004b, 
2006),  sin  embargo  es menos  efectiva  para  los  virus  entéricos  y  las  poblaciones 
naturales de Vibrio spp (Martínez et al., 2009) y prácticamente ineficaz para algunas 




2009)  y  se  vuelve  a  poner  en  evidencia  que  la  legislación  actual  en  materia  de 
seguridad  alimentaria  y  en  relación  al  consumo  de  moluscos  podría  resultar 
insuficiente,  ya  que  tan  sólo  considera  las  bacterias  de  origen  fecal  como 
indicadores microbiológicos. Debemos tener en cuenta el hecho de que  los vibrios 
patógenos pueden estar en aguas clasificadas como no contaminadas, y que no hay 
indicadores  específicos  que  determinen  su  presencia  y/o  concentración  (aunque 
existen  factores  asociados  como  la  temperatura  y  salinidad). Además,  los  límites 
que tiene el proceso de depuración podrían deberse a que originalmente se diseñó 
para eliminar Salmonella  typhi en  los moluscos,  lo que  implica que  los  indicadores 







concentraciones  más  altas  y  con  una  eliminación  más  reducida,  que  la  variante 
patogénica.  Ésta  ha  sido  la  primera  vez  que  se  ha  observado  este  resultado,  y 
determinó  que  se  pudiera  utilizar  la  variante  no  patogénica  en  los  estudios 
posteriores  de  modelización  en  condiciones  de  cultivo  debido  a  su  mayor 
persistencia  en  ambas  especies  de  almejas,  y  a  las  ventajas  que  presentaba  su 





Sin embargo,  la  temperatura del agua, como  se ha citado anteriormente, en este 
caso  vuelve  a  ser  un  factor  fundamental  teniendo  en  cuenta  que  las  diferencias 
entre los niveles de V. parahaemolyticus en bivalvos podrían ser debidas a que cada 






lleven  a  cabo  campañas  de  vigilancia  se  debería  poner  especial  atención  en  los 
bivalvos  que  tengan  una  temperatura  óptima  de  filtración  más  próxima  a  la 
temperatura  del  agua  en  el  momento  del  muestreo,  ya  que  filtrarían  un  mayor 
volumen  de  agua  por  unidad  de  tiempo  y,  por  lo  tanto,  podrían  incorporar  y 
mantener  una  mayor  concentración  bacteriana  (Lopez‐Joven  et  al.,  enviado  a 
Aquaculture Research). 
Es  importante  destacar  que  los  resultados  obtenidos  con  estos  estudios  han 
permitido  estandarizar  un  modelo  in  vivo  para  futuros  experimentos,  con  la 
utilización de la variante no patogénica de V. parahaemolyticus.  
Una aplicación de este modelo consistió en el estudio de  la cinética bacteriana en 
almejas  cosechadas  en  diferentes  condiciones  de  almacenamiento  para  su 
comercialización y consumo. Se plantearon tres posibles escenarios: la refrigeración 





Se  encontraron  resultados  dispares  durante  el  periodo  post‐cosecha  de  almejas 
(R. philippinarum)  inoculadas  experimentalmente  con  una  u  otra  variante  de 
V. parahaemolyticus (Lopez‐Joven et al., enviado a Journal of Food Protection), que 
estuvieron  fundamentalmente  determinados  por  la  temperatura  de 
almacenamiento.  A  28ºC  las  concentraciones  de  ambas  variantes  bacterianas  se 
incrementaron  de  forma  paulatina  lo  que  coincide  con  lo  descrito  por  diversos 
autores (Johnson et al., 1973; Cook and Ruple, 1989; Gooch et al., 2002). 
Sin  embargo,  a  temperaturas  inferiores  (4  y  15ºC)  las  concentraciones  de 
V. parahaemolyticus  patógeno  se  mantuvieron  estables  durante  los  4  días  de 
almacenamiento, mientras que disminuyeron en el caso de V. parahaemolyticus no 
patógeno.  Estos  resultados  podrían  sugerir  que  la  variante  patogénica  de 






patogénicas  de  V. parahaemolyticus  en  invierno  (DePaola  et  al.,  2003).  A  su  vez, 
estos  resultados  indicarían  que,  a  pesar  de  que  a  estas  temperaturas  no  se 
produjese  un  incremento  de  la  concentración  bacteriana,  las  densidades  pueden 






los  conocimientos  que  se  tenían  hasta  la  fecha  sobre  la  incorporación  y  la 
supervivencia de V. parahaemolyticus y proporcionan datos que podrían ayudar a la 






8.1.  Detection  and  identification  of  V.  parahaemolyticus  in  the  Ebro 
delta  and  its  intraspecific  relationship  with  other  European 
isolates  
The  contribution with  new  data  on  V.  parahaemolyticus  in  the  Ebro  delta  offers 
current  and  important  European  information  specifically  in  relation  to  the 
Mediterranean coast. The detection and  identification of V. parahaemolyticus, and 
the  study  of  its  prevalence  and  its  spatial  and  temporal  distribution  in  bivalve 
molluscs grown in each bay, and the association with two parameters (temperature 




for  Epidemiological  Surveillance  and  Control  of  Communicable  Diseases) 
(SANCO/4198/2001, revision 21, Draft of Commission Regulation on Microbial Criteria 
for Foodstuffs, European Community), and  it  is not  incorporated  in  the European 
Directive 91/492/EEC applicable to the conditions of production and trade of bivalve 
molluscs alive. 




research  is needed on  the European continent  to assess  the  risk of  this pathogen 
which is becoming an emerging health issue (Hervio‐Heath et al., 2002, Bauer et al., 






for  aquaculture  products  to  be  properly  inspected  and  avoid  triggering  a  public 
health problem by underestimating the risk of this disease. 
In this context, and given the  information which was available about the presence 
of  vibrios,  specifically  V.  parahaemolyticus  potentially  pathogenic  for  humans 
associated with bivalves in the Ebro delta was virtually nil (Montilla et al., 1994), the 
discovery of potentially pathogenic variants of V. parahaemolyticus  (variants  tdh+ 





are part of  this  thesis,  it  is extremely  important, as  they  confirm  the presence of 
bacterial  strains  located  in  the  environment  and  the  seafood,  and  therefore 
represent a risk to human health. Therefore, these data provide more  information 
to  perform  a  risk  analysis  in  terms  of  public  health,  given  that  these  bays  are 
covered  by  a  region with  significant  aquaculture  activity,  considered  the  second 
most  important producing area nationwide after Galicia, and also considering that 









far  the pandemic  serotype O3:K6 has not been detected, but as  in other  studies, 
strains  of  V.  parahaemolyticus  had  high  serological  variability  and  some  of  them 
could not be typed in whole or in part (Lleo et al., 2010). However, it was detected 
the  presence  of  a  serovar  related  with  the  pandemic  strain  serotype  (O3:K6) 
(O1:KUT),  included  in  the  pandemic  group,  expands  the  existing  information  at 
European  level,  and  offers  new  arguments  for  changing  the  current  European 
legislation and to  include the species of the genus Vibrio which are pathogenic to 
humans,  such  as  V.  parahaemolyticus,  within  surveillance  programs,  considering 




Another  aspect  that  in  recent  years  has  become  extremely  important  from  the 
epidemiological point of view are the taxonomic relationships by studying markers of 
pathogenicity of V. parahaemolyticus  (tdh genes and/or  trh) and genetic profiles  in 
strains isolated from different origins, as they can provide key data for understanding 
the  origin,  spread  and  evolution  of  this  pathogen  in  different  territories  and/or 
species  (Martinez‐Urtaza et al., 2004). Comparison of strains  isolated  in  the bays of 
the  Ebro  delta,  with  others  from  various  European  countries  and  with  different 
backgrounds  (water,  fish, shellfish, sick people) by characterizing  the PFGE profiles 
revealed  the  great  genetic  diversity  and  the  wide  geographical  distribution,  with 







delta were  located  in  ten of  the eleven clusters or groups  identified, and also  the 




distributed within  the  two bays of  the Ebro delta, which could be conditioned by 
various factors (Hsieh et al., 2008, Johnson et al., 2010, Julie et al., 2010; Sobrinho et 
al., 2010). There  is widespread agreement  that  the  temperature  is  the  factor  that 
most influences the prevalence and levels of vibrios in the environment (DePaola et 
al., 2000, Cook et al., 2002). However, it should be noted that at high temperatures, 
and  based  on  data  obtained  from  the  four  campaigns  undertaken  to  study  the 
spatial distribution of V. parahaemolyticus in the Ebro delta (Lopez‐Joven et al., sent 
to  ISME  Journal: Multidisciplinary  Journal of Microbial  Ecology),  salinity may  also 
play  a  role  in  the  probability  of  detecting  both  non‐pathogenic  strains  of  V. 
parahaemolyticus,  as well  as  the  pathogenic  strains,  and  specifically  those which 
carry the trh gene. Specifically, a positive association of salinity with the prevalence 
of  total  V.  parahaemolyticus  (tlh+)  (1.27  times  increase  the  risk  for  each  unit  to 




salinity as an environmental condition  that could  influence  the pathogenic variant 
V. parahaemolyticus (trh +), which may have increased susceptibility to high levels of 
salinity.  This  hypothesis  has  been  proven  in  another  recent  study  conducted  in 
Galicia (Rodriguez‐Castro et al., 2010).  
Also,  the  significant differences  found  in  relation  to  the  species of molluscs  reveal 
that  the  Ruditapes  clams  genus  at  greater  risk  of  being  contaminated  with 
V. parahaemolyticus than other bivalve species grown in these bays. However, at this 




conditions  to  exclude  the  culture  system  as  a  variable  to  consider.  In  any  case, 
surveillance was to be carried out  in these bays, and taking  into account the culture 
system: oysters and mussels  (on suspended  ropes) and clams  (buried  in  the sand), 
preliminarily  the  selection of  samples of  clams Ruditapes would be  recommended, 
provided that the results apply to these bays or these culture conditions. 
Finally, the fact remains that the absence of an active surveillance program on these 
pathogens,  and  specifically  on  the  pathogenic  variants  of  V.  parahaemolyticus 













8.2.  Experimental  characterization  of  the  dynamics  of  infection  of 
V. parahaemolyticus in clams 
To  complement  and  complete  the  information  obtained  in  field  studies  it  was 
necessary  to design  some  experimental work  under  controlled  conditions.  To do 
this, we designed an experimental model that allows to obtain accurate information 
on  the  kinetics  of  two  variants  of  V.  parahaemolyticus  (a  pathogenic  variant  and 
nonpathogenic variant)  in Ruditapes spp., both  in a bath challenge  in R. decussatus 
and  R.  philippinarum  and  during  the  post‐harvest  (after  a  bath  challenge)  at 
different  air  temperatures.  The need  to  know  this  information on  the  kinetics of 
these bacteria was among the points that were discussed at the meeting of experts 
convened  by  the  Joint  Expert  Committee  of  FAO/WHO  Microbiological  Risk 
Assessment  (FAO/WHO  Joint  Expert  Committee  on  Microbiological  Risk 
Assessment‐JEMRA)  upon  request  of  the  Codex  Committee  on  Food  Hygiene  in 
September 2010.  
First,  in  order  to  perform  the  bacterial  incorporation  under  controlled 
environmental  conditions  and  with  a  known  inoculum  it  was  necessary  to  have 
bivalves  free  of  sucrose  nonfermenting  vibrios  (such  as  V.  parahaemolyticus)  to 
ensure  that  the kinetics  studied were due  to  the variant  inoculated  into  the bath 
and not to the natural populations already in the studied bivalves. 
For that, the evaluation of the efficacy of an experimental protocol for purification 
Ruditapes  clams  was  successfully  addressed  since  clams  generally  had  a  higher 





of  the  natural  load  SNFV  regarding  SFV  from  the  tissues  of  R.  philippinarum, 
regardless of water temperature could be due to reduced capacity for colonization 





level  favours  the  decreased  risk  of  gastrointestinal  diseases  by  SNFV  involved  in 
gastrointestinal  diseases  such  as  V. parahaemolyticus,  V.  hollisae,  V.  mimicus  and 
V. vulnificus,  provided  that  the  host  species,  in  this  case  bivalve  molluscs  are 
adequately purified. 
Also, this study showed that with increasing temperature the clams took longer to 
depurate  (both SNFV and SFV)  (Lopez‐Joven  et  al.,  2011a). This  could be because 
water  temperature affects  the  filtration  rate of  the clams and/or multiplication of 
vibrios in the tissues is greater, and therefore will take longer to depurate.  
It  is  also  important  to  note  that  present  results  showed  that  depuration  time 
required to remove both groups of vibrios was higher than necessary to kill bacteria 
attributable  to  faecal contamination, as E. coli and pathogens  like Salmonella spp. 
And as  it has been observed  in recent years, the depuration process  is effective  in 
removing  faecal  bacteria  such  as  E.  coli  (Ekanem  and  Adegoke,  1995),  and 
Salmonella spp. (De Abreu Correa et al., 2007), which are  included as  indicators of 
fecal  contamination  in  the  European  regulations  (European  Commission,  2004a, 
2004b, 2006), but  it  is  less effective  for enteric viruses and natural populations of 
Vibrio spp. (Martinez et al., 2009) and practically ineffective for some toxins, heavy 
metals  or  organic  chemicals  (FAO,  2010b),  which  would  require  more  extensive 
purification periods. These results (Lopez‐Joven et al., 2011a) are in agreement with 
other studies conducted so far (Eyles and Davey, 1984; Richards, 1988, Franco et al., 
1990;  Croci  et  al.,  2002,  Cozzi  et  al.,  2009)  and  re‐highlight  that  the  current 
legislation  on  food  safety  in  relation  to  consumption  of  shellfish  could  be 
insufficient, as it only considers faecal bacteria as microbiological indicators. It must 
be taken into account that pathogenic vibrios can be present in waters classified as 
unpolluted waters, and  there are no  specific  indicators  to determine  its presence 
and/or  concentration  (although  there  are  associated  factors  such  as  temperature 
and salinity).  In addition, the  limitations on the treatment process could be due to 
that originally  it was designed  to eliminate Salmonella  typhi  from molluscs, which 
means that the  indicator bacteria of faecal origin (e.g. E. coli) and pathogens (e.g. 





The  incorporation  of  nonpathogenic  V.  parahaemolyticus  was  more  precocious, 
reaching  highest  concentrations  and  slower  disappearance  than  the  pathogenic 
variant. This was  the  first  time  this  result was observed, and  this determined  that 
the non‐pathogenic variant could be used in subsequent modeling studies in culture 




















of  an  in  vivo  model  for  future  experiments,  using  non‐pathogenic 
V. parahaemolyticus variant. 
An application of this model was to study the bacterial kinetics  in clams harvested 




fresh bivalve molluscs.  In  addition  to  temperature,  variant of V. parahaemolyticus 
was included as a variable in this study.  
Different  results  were  found  during  post‐harvest  of  clams  (R.  philippinarum) 
experimentally  inoculated  with  one  or  the  other  variant  of  V.  parahaemolyticus 
(Lopez‐Joven et al.,  submitted  to Journal of Food Protection), which were mainly 
determined  by  the  storage  temperature.  At  28°C  the  concentrations  of  both 
variants  increased  gradually  which  coincides  with  results  described  by  several 
authors (Johnson et al., 1973, Cook and Ruple, 1989, Gooch et al., 2002).  
However,  at  lower  temperatures  (4  and  15°C)  concentrations  of  pathogenic 
V. parahaemolyticus remained stable during the 4 days storage, but decreased in the 
case of nonpathogenic V. parahaemolyticus. These  results might  suggest  that  the 
pathogenic  variant  of  V.  parahaemolyticus  could  be  more  tolerant  to  cold, 
contributing to explain the results obtained  in other studies, which show a higher 
prevalence  of  pathogenic  V.  parahaemolyticus  strains  in  winter  (DePaola  et  al., 
2003).  In  turn,  these  results  indicate  that,  despite  the  fact  that  at  these 
temperatures there was no increase in bacterial concentration, the densities can be 




problem  if  the  previous  treatments  directed  at  the  elimination  of 
V. parahaemolyticus have not been  sufficient  (Cook and Ruple,  1989, Gooch et al., 
2002, Shen et al., 2009, DePaola et al., 2010). 


















PRIMERA: Existe  un  riesgo  potencial  de  intoxicación  alimentaria  por  una  gran 
variedad  de  serotipos  de  Vibrio  parahaemolyticus  patógenos  asociada  al 
consumo de moluscos bivalvos, procedentes de las bahías del delta del Ebro, 
que debería ser evaluado por las autoridades sanitarias. 








tenida  en  cuenta  como  criterio  objetivo  en  el  esquema  de  selección  de 
muestras en un programa de vigilancia epidemiológica. 
QUINTA:  El  control  de    la  carga  inicial  de  Vibrio  parahaemolyticus  patógeno,  y  el 
tiempo  y  la  temperatura  de  almacenamiento  son  factores  clave  para 







Based  on  the  results  and  the  conditions  of  the  present  study  the  following 
conclusions are drawn: 
FIRST:  There  is  a  potential  risk  of  food  poisoning  from  a  variety  of  pathogenic 
Vibrio parahaemolyticus  serotypes  associated  with  consumption  of  bivalve 
molluscs from the Ebro Delta bays, which should be evaluated by the Public 
Health authorities. 
SECOND:  It  is  possible  to  achieve  the  depuration  of  Vibrio  parahaemolyticus  in 
bivalve  molluscs,  but  length  of  time  needed  is  much  longer  than  that 
provided by law for the case of Salmonella spp. and/or faecal coliforms. 




be  considered  as  an  objective  criterion  in  the  selection  of  samples  in  a 
surveillance program. 
FIFTH: The control of the initial load of pathogenic Vibrio parahaemolyticus and the 
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En el presente apéndice se  indican el factor de  impacto (JIF) y  las áreas temáticas 























































Además,  debemos  indicar  que  todos  los  coautores  que  no  son  doctores  han 
renunciado expresamente a presentar el trabajo del que son coautores como parte 




















11.3.  Trabajos  actualmente  en  elaboración  dentro  del  marco  de  la 
presente Tesis Doctoral 
11.3.1.  Recovery  and  Detection  of  Vibrio  parahaemolyticus  and  Vibrio  vulnificus  in 






tangential  flow  filtration  (TFF)  and  real‐time  PCR.  The methods  currently  used  for 
quantification of vibrios from seawater are more  laborious and  less precise than the 
TFF‐real time PCR approach.  
Main  objectives  were  (i)  evaluate  the  effectiveness  of  TFF  in  recovering 
V. parahaemolyticus  and  V.  vulnificus  from  seawater  disinfected  by  UV‐light  then 
spiked with  laboratory strains, (ii) evaluate the effectiveness of TFF  in recovering V. 
parahaemolyticus  and  V.  vulnificus  from  natural  seawater  samples  collected  near 












de mar  (área de Dauphin  Island, Alabama),  (iii) comparar  la eficacia de diferentes 
técnicas  de  detección:  TFF‐MPN‐real‐time  PCR  y  entre  TFF‐real‐time  PCR 
directamente. 
Mejorar  la  capacidad  de  concentración  patógenos  a  partir  de  muestras  de  gran 
volumen  de  agua  de  mar  utilizando  la  técnica  de  TFF  ofrecerá  sensibilidad, 









sacarosa  en  tejidos  de  dos  especies  de  almejas:  Ruditapes  philippinarum  y 
Ruditapes decussatus 
En el presente estudio  se  analizó  la eficacia de  tres  tratamientos diferentes,  y  se 
comparó  el  tiempo  requerido  por  ambas  especies  de  almejas  para  eliminar  la 
población natural de vibrios  fermentativos y no  fermentativos de sacarosa en sus 
tejidos. El objetivo principal de  este  estudio  fue  evaluar  el  ritmo  endógeno  en  el 
proceso  de  filtración  de  cada  una  de  estas  especies  de  almejas  cuándo  fueron 
expuestas  a  los  diferentes  tratamientos.  Esta  información  no  sólo  contribuye  a 
aumentar el conocimiento de la fisiología de estas especies de almejas, sino también 
es importante a nivel de la seguridad alimentaria. 
 
 
